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= (54) Title: NOVEL ANTI-IGF-IR ANTIBODIES AND USES THEREOF 

= (54) Titre : NOUVEAU ANTICORPS ANTI-IGF-IR ET LEURS APPLICATIONS 

(57) Abstract: The invention relates to novel antibodies capable of binding specifically to the human Insulin-like Growth Factor-I 
Receptor (IGF-IR), in particular monoclonal of murine origin, chimeric and humanized as well as the amino and nucleic acid se- 
quences coding for said antibodies. The invention also concerns the use of said antibodies as medicine for prophylactic and/or 
therapeutic treatments of cancers as well as methods or kit for diagnosis of diseases related to overexpression of the IGF-IR recep- 
tor. The invention further concerns products and/or compositions containing such antibodies combined with anti-EGFR antibodies 
JJJJ and/or compounds and/or anti-cancer agents or conjugates with toxins and their use for preventing and/or treating certain cancers. 

ON 

^ (57) Abrege : La presente invention est relative a de nouveaux anticorps capables de se lier specif" quement au recepteur humain du 
S facteur de croissance I apparent^ a Tinsuline IGF-IR, notamment monoclonaux d'origine murine, chimerique et humanisms, ainsi que 

les sequences d'acide amine* et nucldiques codant pour ces anticorps. Uinvention comprend ggalement V utilisation de ces anticorps 
£2 & titre de medicament pour le traitement prophylactique et/ou therapeutique de cancers ainsi que dans des precedes ou necessaire de 

diagnostic de maladies liees a la surexpression du recepteur IGF-IR. Uinvention comprend enfin des produits et/ou des compositions 
Q comprenant de tels anticorps en association avec des anticorps et/ou des compositions comprenant de tels anticorps en association 
J^. avec des anticorps et/ou des composes ani-EGFR et/ou des agents anticancereux ou conjugues avec des toxines et leur utilisation 
^ pour la prevention et/ou le traitment de certains cancers. 
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NOUVEAUX ANTICORPS ANTI-IGF-IR ET LEURS APPLICATIONS 

La presente invention est relative a de nouveaux anticorps capables de se lier 
specifiquement an recepteur humain du facteur de croissance I apparent a l'insuline ■ 
5 IGF-IR et/ou capables d'inbiber specifiquement l'activite tyrosine kinase dudit recepteur ^ 
IGF-IR, notamment monoclonaux d'origine murine, chimeriques et humanises, ainsi 
que les sequences d'acide amine et nucleiques codant pour ces anticorps. L'invention 
comprend egalement 1'utUisation de ces anticorps a titre de medicament pour le 
traitement prophylactique et/ou therapeutique de cancers surexprimant l'IGF-IR ou de 
10 toute pathologie liee a la surexpression dudit recepteur ainsi que dans des procedes ou 
necessaires de diagnostic de maladies Hees a la surexpression du recepteur IGF-IR. 
L'invention comprend enfin des produits et/ou des compositions comprenant de tels 
anticorps en association avec des anticorps et/ou des composes anti-EGFR et/ou des 
agents anticancereux ou conjugues avec des toxines et leur utilisation pour la prevention 
15 et/ou le traitement de certains cancers. 

Le recepteur du facteur de croissance I apparent a l'insuline denomme IGF-IR 
("IGF-IR" pour "Insuline-like Growth Factor-I Receptor") est un recepteur a activite 
tyrosine kinase comportant 70 % dliomologie avec le recepteur a l'insuline IR ("IR" 
pour "Insuline Receptor"). L'IGF-IR est une glycoprotein de poids moleculaire 
20 d'environ 350 000. C'est un recepteur heterotetramerique dont chaque moitie -reliee par 
des ponts disulfures- est composee d'une sous unite a extracellulaire et d'une sous unite 
P transmembranaire (voir figure 1). L'IGF-IR fixe 11GF I et 11GF H avec une tres forte 
affinite (Kd # 1 nM) mais est egalement capable de se lier a l'insuline avec une affinite 
100 a 1 000 fois moindre. Inversement, 1TR fixe l'insuline avec une tres forte affinite 
25 alors que les IGFs ne se fixent au recepteur a l'insuline qu'avec une affinite 100 fois 
inferieure. Le domaine tyrosine kinase de 11GF-IR et de FIR presentent une tres forte 
homologie de sequence alors que les zones de plus faible homologie concement 
respectivement la region riche en cysteine situee sur la sous unit6 a et la partie C- 
terminale de la sous unit6 p. Les differences de sequences observees dans la sous unite 
30 a sont situees dans la zone de fixation des ligands et sont done a l'origine des affinites 
relatives de l'IGF-IR et de 1'IRpour les IGFs et Vinsuline respectivement Les differences 
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dans la partie C-terminale de la sous unite p resultent en une divergence dans les voies 
de signalisation des deux recepteurs ; l'IGF-IR mediant des effets mitog<Sniques, de 
differentiation et d'anti-apoptose, alors que l'activation de FIR entraine principalement 
des effets au niveau des voies metaboliques (Baserga et al., Biochim. Biophys. Acta, 

5 1332:F105-126, 1997 ; Baserga R., Exp. Cell. Res., 253:1-6, 1999). 

Les prolines tyrosine-kinases cytoplasmiques sont activfes par la fixation du 
ligand au domaine extracellulaire du r£cepteur. L'activation des kinases entraine k son 
tour la stimulation de diff&ents substrats intracellulaires, incluant HRS-1, l'IRS-2, She 
et Grb 10 (Peruzzi F. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 125:166-173, 1999). Les deux 

10 substrats majeurs de HGF-IR sont IRS et She qui m&iient, par l'activation de nombreux 
effecteurs en aval, la plupart des effets de croissance et de differentiation li6s k la 
fixation des IGFs k ce r<5cepteur (figure' 2). La disponibilite de substrats peut par 
consequent dieter l'effet biologique final lie k l'activation de l'IGF-IR. Lorsque I'IRS-1 
predomine, les cellules tendent k prolif&er et k se transformer. Lorsque She domine, les 

15 cellules tendent k se differencier (Valentinis B. et al., J. Biol. Chem., 274:12423-12430, 
1999). II semble que la voie principalement en cause pour les effets de protection contre 
Fapoptose soit la voie des phosphatidylinositol 3-kinases (PI 3-kinases) (Prisco M. et al., 
Hoim. Metab. Res., 31:80-89, 1999 ; Peruzzi F. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 
125:166-173, 1999). 

20 Le role du systfeme IGF dans la canc&ogenfcse est devenu le sujet de recherches 

intensives dans les dix demises ann^es. Cet intent a suivi la d&ouverte du fait qu'en 
plus de ses proprietes mitog^niques et anti-apoptotiques, l'IGF-IR semble 6tre requis 
pour l ? 6tablissement et la maintenance d'un phenotype transform^. En fait, il a 6t6 bien 
etabli qu'une surexpression ou une activation constitutive de l'IGF-IR conduit, dans une 

25 grande variete de cellules, k une croissance des cellules ind6pendante du support dans 
des milieux dSpourvus de serum de veau foetal, et k la formation de tumeurs chez la 
souris nude. Ceci n'est pas en soi une propria unique puisqu'une grande variete de 
produits de gfenes surexprim6s peuvent transformer des cellules, incluant un bon nombre 
de recepteurs de facteurs de croissance. Mais la decouverte cruciale qui a clairement mis 

30 en Evidence le role majeur jou6 par l'IGF-IR dans la transformation a 6t6 la 
demonstration que les cellules R-, dans lesquelles le gene codant pour l'IGF-IR a €t€ 
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inactive, sont totalement refractaires a la transfonnation par differents agents qui sont 
habituellement capables de transformer les cellules comme la proteine E5 du papilloma 
virus bovin, une surexpression de l'EGFR ou du PDGFR, l'antigene T de SV40, ras 
activ6 ou la combinaison de ces deux derniers facteurs (Sell C. et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci., USA, 90:11217-11221, 1993 ; Sell C. et al., Mol. Cell. Biol., 14:3604-3612, 1994 ; 
Morrione A. J., Virol., 69:5300-5303, 1995 ; Coppola D. et al., Mol. Cell. Biol., 
14:4588-4595, 1994 ; DeAngelis T et al., J. Cell. Physiol., 164:214-221, 1995). 

L1GF-IR est exprime dans une grande variete de tumeurs et de lignees tumorales 
et les IGFs amplifient la croissance tumorale via leur fixation a l'IGF-IR D'autres 
arguments en faveur du r61e de IGF-IR dans la cancerogenese proviennent d'etudes 
utilisant des anticorps monoclonaux murins diriges contre le recepteur ou des dominants 
negatifs de 11GF-IR En effet, des anticorps monoclonaux murins diriges contre 11GF-IR 
inhibent la proliferation de nombreuses lignees cellulaires en culture et la croissance de 
cellules tumorales in vivo (Arteaga C. et al., Cancer Res., 49:6237-6241, 1989 ; Li et al., 
15 Biochem. Biophys. Res. Com., 196:92-98, 1993 ; Zia F et al., J. Cell. Biol., 24:269-275, 
1996 ; Scotland! K et al., Cancer Res., 58:4127-4131, 1998). II a egalement ete montre 
dans les travaux de Jiang et al. (Oncogene, 18:6071-6077, 1999) qu'un dominant negatif 
de l'IGF-IR est capable d'inhiber la proliferation tumorale. 

La presente invention a pour objet de pouvoir disposer d'un anticorps, 
20 monoclonal murin, de preference un anticorps chimerise ou humanise, qui reconnaitra 
specifiquement et avec une forte affinite l'IGF-IR. Cet anticorps n'interagira pas ou peu 
avec le recepteur JR a l'insuline. Sa fixation devra inhiber in vitro la croissance des 
tumeurs exprimant l'IGF-IR en interagissant principalement avec les voies de 
transduction du signal activees lors des interactions IGFMGF-IR et IGF2/IGF-IR Cet 
25 anticorps devra etre acuf in vivo sur tout les types de tumeurs exprimant l'IGF-IR y 
compris les tumeurs du sein estrogene dependantes et les tumeurs de la prostate, ce qui 
n'est pas le cas pour les anticorps monoclonaux (notes AcM ou ACM) anti-IGF-IR 
actuellement disponibles. En effet l'aIR3, qui fait reference dans le domaine de 1'IGF- 
ER, inhibe totalement la croissance de tumeurs du sein estrogene d6pendantes (MCF-7) 
30 in vitro mais est sans effet sur le modele correspondant in vivo (Artega C. et al., J. Clin. 
Invest 84:1418-1423, 1989). De mSme, le fragment scFv-Fc derive du monoclonal 



WO 03/059951 



4 



PCT/FR03/00178 



10 



murin 1H7, h'est que faiblement actif sur la tumeur du sein MCF-7 et totalement inactif 
sur une tumeur de la prostate androgene inddpendante (Li S.L. et al., Cancer Immunol. 
Immunolher., 49243-252, 2000). 

De maniere surprenante, les inventeurs ont mis en evidence un anticorps 
chimerique (denomm6 C7C10) et deux anticorps humanises denommes respectivement 
h7C10 forme humanis6e 1 et h7C10 forme humanisee 2, d6rives de l'anticorps 
monoclonal murin 7C10, reconnaissant l'IGF-IR et repondant atous les criteres enonces 
ci-dessus, c'est-a-dire a une non reconnaissance du recepteur a rinsuline, a un blocage 
in vitro de la proliferation IGF1 et/ou IGF2 induite mais egalement a l'inhibition in vivo 
de la croissance de differentes tumeurs exprimant l'IGF-IR parmi lesquelles un 
osteosarcome et une tumeur du poumon non a petites cellules mais egalement et plus 
particulierement la tumeur du sein estrogene dependante MCF-7 et une tumeur de la 
prostate androgene independante DU-145. De meme, et de fagon surprenante, l'intensite 
d'inhibition de la croissance tumorale des cellules MCF-7 in vivo par l'anticorps 7C10 
15 est comparable, voire significativement superieure, a celle observee avec le tamoxifen 
l'un des composes de reference dans le traitement des tumeurs du sein estrogenes 
dependantes. Par ailleurs, U a ete montre que ces anticorps inhibent la phosphorylation 
de la tyrosine de la chaine beta de l'IGF-IR et de l'IRSI, premier substrat du recepteur. 
En outre, il a ete egalement 6tabli que ces anticorps provoquent l'intemalisation dudit 
20 recepteur et sa degradation contrairement a ce qui est habituellement observe avec les 
ligands naturels qui permettent le recyclage rapide du recepteur a la surface des cellules. 
Ces anticorps ont pu etre caracterises par leur sequence peptidique et nucleique, 
notamment par la sequence de leurs regions determinant leur complementarity (CDR) 
pour l'IGF-IR 

25 Ainsi, selon une premiere forme d'execution, la presente invention a pour objet 

un anticorps isole, ou l'un de ses fragments fonctionnels, ledit anticorps ou l'un de 
sesdits fragments etant capable de se lier specifiquement au recepteur humain du facteur 
de croissance I apparent a TinsuUne IGF-IR et, le cas echeant, de preference capable en 
outre d'inhiber la fixation naturelle des Ugands IGF1 et/ou IGF2 de IGF-IR et/ou capable 

30 d'inhiber specifiquement l'activite tyrosine kinase dudit recepteur IGF-IR, caracterise en 
ce qu'il comprend une chaine legere comprenant au moins une region CDR determinant 
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la compl&nentarite choisie parmi les CDRs de sequence d'acide amin6 SEQ ID Nos. 2, 
4 ou 6, ou au moins un CDR dont la sequence presente au moins 80 %, de preference 85 
%, 90 %, 95 % et 98 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID 
Nos. 2, 4 ou 6, ou en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant au moins un 
CDR choisi parmi les CDRs de sequence d'acide amin6 SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou au 
moins un CDR dont la sequence presente au moins 80 %, de preference 85 %, 90 %, 95 
% et 98 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 

Dans la presente description, les termes « se lier » et « se fixer » ont la meme 
signification et sont interchangeables. 

Dans la presente description, les termes polypeptides, sdquences 
polypeptidiques, peptides et protdines attaches aux composes anticorps ou a leur 
sequence sont interchangeables. 

II doit Stre compris ici que l'invention ne concerne pas les anticorps sous forme 
naturelle, c'est-a-dire qu'ils ne sont pas pris dans leur environnement naturel mais qu'ils 
ont pu etre isoles ou obtenus par purification a partir de sources naturelles, ou bien 
obtenus par recombinaison genetique, ou par synthese chimique, et qu'ils peuvent alors 
comporter des acides amines non naturels comme cela sera decrit plus loin. 

Par region CDR ou CDR, on entend designer les r6gions hypervariables des 
chaines lourdes et legeres des immunoglobuUnes comme definies par Rabat et al. 
(Rabat et al., Sequences of proteins of immunological interest, 5 th Ed., U.S. Department 
of Health and Human Services, NIH, 1991, and later editions). II existe 3 CDRs de 
chaine lourde et 3 CDRs de chaine legere. Le terme CDR ou CDRs est utilise ici pom- 
designer suivant les cas, l'une de ces regions ou plusieurs, voire l'ensemble, de ces 
regions qui contiennent la majorite des residus d'acide amines responsables de la liaison 
25 par affinite de l'anticorps pour l'antigene ou l'epitope qu'U reconnait. 

Par « pourcentage d'identit6 » entre deux s6quences d'acide nucleique ou d'acide 
amine au sens de la presente invention, on entend designer un pourcentage de 
nucleotides ou de residus d'acides amines identiques entre les deux sequences a 
comparer, obtenu apres le meilleur alignement (alignement optimal), ce pourcentage 
30 etant purement statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties au 
hasard et sur toute leur longueur. Les comparaisons de sequences entre deux sequences 
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d'acide nucleique ou d'acide amine sont traditionnellement realis^es en comparant ces 
sequences aprfcs les avoir alignees de maniere optimale, ladite comparaison pouvant 6tre 
realisee par segment ou par « fenStre de comparaison ». L'alignement optimal des 
sequences pour la comparaison peut etre realise, outre manuellement, au moyen de 
5 Falgorithme d'homologie locale de Smith et Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482], 
au moyen de l'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970) [J. Mol. 
BioL 48:443], au moyen de la m&hode de recherche de similarity de Pearson et Lipman 
(1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de logiciels infonnatiques 
utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFTT, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin 

10 Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI, 
ou encore par les logiciels de comparaison BLAST N ou BLAST P). 

Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acide nucieique ou d'acide 
amine est determine en comparant ces deux sequences alignees de manifere optimale 
dans laquelle la sequence d'acide nucieique ou d'acide amine k comparer peut 

15 comprendre des additions ou des deletions par rapport a la sequence de reference pour 
un alignement optimal entre ces deux sequences. Le pourcentage d'identite est calcule 
en determinant le nombre de positions identiques pour lesquelles le nucleotide ou le 
r6sidu d'acide amine est identique entre les deux sequences, en divisant ce nombre de 
positions identiques par le nombre total de positions dans la fenetre de comparaison et 

20 en multipliant le r6sultat obtenu par 1 00 pour obtenir le pourcentage d'identite entre ces 
deux sequences. 

Par exemple, on pourra utiliser le programme BLAST, « BLAST 2 sequences » 
(Tatusova et al., "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide 
sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250) disponible sur le site 

25 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorB r bl2.html, les param£tres utilises etant ceux donnas 
par defaut (en particulier pour les paramStres « open gap penaltie » : 5, et « extension 
gap penaltie » : 2 ; la matrice choisie etant par exemple la matrice « BLOSUM 62 » 
propos^e par le programme), le pourcentage d'identite entre les deux sequences h 
comparer etant calculi directement par le programme. 

30 Par sequence d'acide amine pr£sentant au moins 80 %, de preference 85 %, 

90 %, 95 % et 98 % d'identite avec une sequences d'acide amine de reference, on 
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prefere celles presentant par rapport a la sequence de reference, certaines modifications, 
en particulier une delation, addition ou substitution d'au moins un acide amine, une 
troncation ou un allongement Dans le cas d'une substitution, d'un ou plusieurs acide(s) 
amine(s) consecutif(s) ou non consecutif(s), on prefere les substitutions dans lesquelles 

5 les acides arnin6s substitute sont remplaces par des acides amines « Equivalents ». 
L'expression « acides amines Equivalents » vise ici a designer tout acide amine" 
susceptible d'etre substitu6 a l'un des acides amines de la structure de base sans 
cependant modifier essentiellement les activites biologiques des anticorps 
correspondants et telles qu'elles seront ddfinies par la suite, notamment dans les 

10 exemples. 

Ces acides amines equivalents peuvent etre determines soit en s'appuyant sur 
leur homologie de structure avec les acides amines auxquels ils se' substituent, soit sur 
des resultats d'essais comparatifs d'activite biologique entre les differents anticorps 
susceptibles d'etre effectues. 
15 A titre d'exemple, on mentionne les possibility de substitution susceptibles 

d'etre effectuees sans qu'il resulte en une modification approfondie de l'activit6 
biologique de l'anticorps modifie correspondant. On peut remplacer ainsi la leucine par 
la valine ou l'isoleucine, l'acide aspartique par l'acide glutamine, la glutamine par 
l'asparagine, l'arginine par la lysine, etc., les substitutions inverses etant naturellement 
20 envisageables dans les memes conditions. 

Les anticorps selon la presente invention sont de preference des anticorps 
monoclonaux specifiques, notamment d'origine murine, chimeriques ou humanises qui 
pourront Etre obtenus selon les methodes standards bien connues de l'homme de l'art. 
En general, pour la preparation d'anticorps monoclonaux ou leurs fragments 
25 fonctionnels, notamment d'origine murine, on pourra se rEfirer aux techniques qui sont 
en particulier decrites dans le manuel « Antibodies » (Harlow and Lane, Antibodies: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 
1988) ou a la technique de preparation a partir d'hybridomes decrite par Kohler et 
Milstein (Nature, 256:495-497, 1975). 
30 Les anticorps monoclonaux selon l'invention peuvent 6tre obtenus par exemple a 

partir de cellule d'un animal immunise contre le recepteur IGF-IR, ou un de ses 
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fragments comportant l'epitope reconnu specifiquement par lesdits anticorps 
monoclonaux selon l'invention. Ledit recepteur IGF-IR, ou un de sesdits fragments, 
pourra notamment etre produit selon les modes operatoires usuels, par recombinaison 
genetique a partir d'une sequence d'acide nucleique contenue dans la s6quence de 
l'ADNc codant pour le recepteur IGF-IR ou par synthese peptidique a partir d'une 
sequence d'acides amines comprise dans la sequence peptidique du recepteur IGF-IR. 

Les anticorps monoclonaux selon 1'invention pourront par exemple etre purifies 
sur une colonne d'affinite sur laquelle a prealablement ete immobilise le recepteur IGF- 
IR ou un de ses fragments comportant l'epitope reconnu specifiquement par lesdits 
anticorps monoclonaux selon l'invention. Plus particulierement, lesdits anticorps 
monoclonaux pourront etre purifies par chromatographie sur proteine A et/ou G, suivie 
ou non par une chromatographie par echange d'ions visant a eliminer les contaminants 
proteiques residuels ainsi que l'ADN et les LPS, elle-mgme suivie ou non par une 
chromatographie d'exclusion sur gel de sepharose afin d'^Uminer les agregats potentiels 
15 dus a la presence de dimeres ou d'autres multimeres. De maniere encore plus preferee, 
l'ensemble de ces techniques peut etre utilise simultanement ou successivement. 

Sont egalement compris par anticorps selon la presente invention, les anticorps 
chimeriques ou humanises. 

Par anticorps chimerique, on entend designer un anticorps qui contient une 
20 region variable (chaine legere et chaine lourde) naturelle derivee d'un anticorps d'une 
espece donnee en association avec les regions constantes de chaine 16gere et chaine 
lourde d'un anticorps d'une espece h&erologue a ladite espece donnee. 

Les anticorps ou leurs fragments de type chimerique selon l'invention peuvent 
gtre prepares en utilisant les techniques de recombinaison g6netique. Par exemple, 
25 l'anticorps chim6rique pourra etre realise en clonant un ADN recombinant comportant 
un promoteur et une sequence codant pour la region variable d'un anticorps monoclonal 
non humain, notamment murin, selon l'invention et une sequence codant pour la region 
constante d'anticorps humain. Un anticorps chimerique de l'invention code par un tel 
gene recombinant sera par exemple une chimere souris-homme, la specificite de cet 
30 anticorps etant determinee par la region variable derivee de l'ADN murin et son isotype 
determine par la region constante derived de l'ADN humain. Pour les methodes de 
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preparation d'anticorps chimeriques, on pourra par exemple se rtfSrer au document 
Verhoeyn et al. (BioEssays, 8:74, 1 988). 

Par anticorps humanisms, on entend designer un anticorps qui contient des 
regions CDRs d&ivSes d'un anticorps d'origine non humaine, les autres parties de la 
5 molecule d'anticorps etant d6riv6e d'un (ou de plusieurs) anticorps humains. En outre, 
certains des r6sidus des segments du squelette (d6nomm& FR) peuvent 6tre modifies 
pour conserver raffinit6 de liaison (Jones et al., Nature, 321:522-525, 1986 ; Verhoeyen 
et al., Science, 239:1534-1536, 1988 ; Riechmann et al., Nature, 332:323-327, 1988). 

Les anticorps humanisms selon l'invention ou leurs fragments peuvent etre 
10 pr£par£s par des techniques connues de 1'homme de Tart (comme par exemple celles 
dScrites dans les documents Singer et al., J. Immun. 150:2844-2857, 1992 ; Mountain et 
al., Biotechnol. Genet Eng. Rev., 10:1-142, 1992; ou Bebbington et al., 
Bio/Technology, 10:169-175, 1992). De tels anticorps humanisms selon l'invention sont 
pr6fer<§s pour leur utilisation dans des m&hodes de diagnostic in vitro, ou de traitement 
1 5 prophylactique et/ou th6rapeutique in vivo. 

Par fragment fonctionnel d'un anticorps selon l'invention, on entend designer en 
particulier un fragment d'anticorps, tel que des fragments Fv, scFv (sc pour simple 
chaine), Fab, F(ab') 2 , Fab 1 , scFv-Fc ou diabodies, ou tout fragment dont la durfe de 
demie-vie aurait 6t6 augments par modification chimique, comme Tajout de 
20 poly(alkytene) glycol tel que le poly(&hytene)glycol ("PEGylation") (fragments p6gyl6s 
d6nomm& Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, (Fab'^-PEG ou Fab'-PEG) («PEG» pour 
Poly(Ethytene)Glycol), ou par incorporation dans un liposome, lesdits fragments 
pr6sentant au moins un des CDRs de s6quence SEQ ID No. 2, 4, 6, 8, 10 ou 12 
caractdristiques selon l'invention, et, notamment, en ce qu'il est capable d'exercer de 
25 maniere g<§n<Srale une activity m£me partielle de 1'anticorps dont il est issu, telle qu'en 
particulier la capacity k reconnaitre et h se lier au r^cepteur IGF-IR, et, le cas efch&mt, & 
inhiber l'activite du r6cepteur IGF-IR 

De preference, lesdits fragments fonctionnels seront constitufe ou comprendront 
une sequence partielle de la chaine variable lourde ou tegfre de 1'anticorps dont ils sont 
30 derives, ladite sequence partielle dtant suffisante pour retenir la m&ne specificity de 
liaison que 1'anticorps dont elle est issue et une affinity suffisante, de pr6f£rence au 
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moins egale a 1/100, de maniere plus preferee a au moins 1/10 de celle de l'anticorps 
dont elle est issue, vis-a-vis du recepteur IGF-IR. 

Un tel fragment fonctionnel comportera au minimum 5 acides amines, de 
preference 10, 15, 25, 50 et 100 acides amines consdcutifs de la sequence de l'anticorps 
5 dont il est issu. 

De preference, ces fragments fonctionnels seront des fragments de type Fv, scFv, 
Fab, F(ab')2, F(ab), scFv-Fc ou diabodies, qui possedent generalement la meme 
sp6cificit6 de fixation que l'anticorps dont ils sont issus. Selon la pr&ente invention, des 
fragments d'anticorps de l'invention peuvent etre obtenus a partir des anticorps tels que 

10 decrits pr<§cedemment par des methodes telles que la digestion par des enzymes, comme 
la pepsine ou la papalne et/ou par clivage des ponts disulfides par reduction chimique. 
D'une autre maniere les fragments d'anticorps compris dans la presente invention 
peuvent 6tre obtenus par des techniques de recombinaisons genefrques bien connues 
6galement de l'homme de l'art ou encore par synthese peptidique au moyen par exemple 

15 de syntoetiseurs automatiques de peptides tels que ceux foumis par la society Applied 
Biosystems, etc.. 

De maniere plus preferee, l'invention comprend les anticorps, ou leurs fragments 
fonctionnels, seloh la pr6sente invention, notamment chimeriques ou humanises, 
obtenus par recombinaison gehefrque ou par synthese chimique. 

20 Dans un mode de realisation prefere, l'invention a pour objet un anticorps, ou 

l'un de ses fragments fonctionnels, selon l'invention, caracterise en ce qu'il comprend 
une chaine lourde comprenant au moins un CDR de sequence SEQ ID No. 12 ou une 
sequence presentant au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la 
sequence SEQ ID No. 12. 

25 Panni les six courtes sequences de CDR, le troisieme CDR de la chaine lourde 

(CDRH3) a une plus grande variabilite de taille (grande diversity essentiellement due 
aux mecanismes d'arrangement des genes qui lui donnent naissance). II peut etre aussi 
court que 2 acides amines alors que la taille la plus longue connue est de 26. 
Fonctionnellement, le CDRH3 joue un rdle a part dans la determination de la sp6cificit<§ 

30 de l'anticorps (Segal et at, PNAS, 71 :4298-4302, 1974 ; Amit et al., Science, 233:747- 
753, 1986 ; Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901-917, 1987 ; Chothia et al., Nature, 
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342:877-883, 1989 ; Caton et al., J. Immunol., 144:1965-1968, 1990 ; Sharon et al., 
PNAS, 87:4814-4817, 1990 ; Sharon et al., J. Imranuol., 144:4863-4869, 1990.; Kabat 
etal., J. Immunol, 147:1709-1719, 1991). 

II est connu que seul un faible pourcentage des acides amines des CDRs 
5 contribue a la construction de site de liaison de l'anticorps, mais ces residus doivent etre 
maintenus dans une conformation tridimensionnelle tres specifique. 

De maniere plus preferee, la presente invention est relative a un anticorps, ou 
l'un de ses fragments fonctionnels, selon l'invention, caracterise en ce qu'il comprend 
une chaine lourde comprenant au moins deux des trois CDRs ou les trois CDRs de 
10 sequence SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou au moins deux de trois CDRs ou trois CDRs de 
sequence presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres alignement optimal 
avec la sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, l'invention a pour objet un 
anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon l'invention, caracterise en ce 
15 qu'il comprend une chaine legere comprenant au moins un CDR choisi parmi les CDRs 
de sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6, ou un CDR dont la sequence presente au moins 
80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6. 

Dans un mode de realisation plus prefere, l'invention a pour objet un anticorps, 
ou l'un de ses fragments fonctionnels selon l'invention, caracterise en ce qu'il comprend 
20 une chaine legere comprenant au moins deux des trois CDRs ou les trois CDRs de 
sequence SEQ ID Nos. 2, 4 et 6, ou au moins deux de trois CDRs ou trois CDRs de 
sequence presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres alignement optimal 
avec la sequence SEQ ID No. 2, 4 et 6. 

De maniere la plus preferee, l'anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels 
25 selon l'invention, est caracteris6 en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant les 
trois CDRs de sequence SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou trois CDRs de sequence presentant 
respectivement au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence 
SEQ ID No. 8, 10 et 12 et en ce qu'il comprend en outre une chaine legere comprenant 
les trois CDRs de s6quence SEQ ID Nos. 2, 4 et 6, ou trois CDRs de sequence 
30 presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la 
sequence SEQ ID No. 2, 4 et 6. 
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Sous'un autre aspect, la pr6sente invention a pour objet un anticorps, ou Pun de 
ses fragments fonctionnels, selon Pinvention, caract6rise en ce qu'il ne se fixe pas ou 
qu'il ne se fixe pas de manifere significative au recepteur humain IR de Pinsuline. 

De mantere pr6fer€e, lesdits fragments fonctionnels selon la pr^sente invention 

5 seront choisis parrni les fragments Fv, scFv, Fab, (Fab') 2 , Fab 1 , scFv-Fc ou diabodies, ou 
tout fragment fonctionnel dont la demie vie aurait 6t6 augmentee par une modification 
chimique, notamment par PEGylation, ou par Incorporation dans un liposome. 

Sous un autre aspect, Pinvention est relative k un hybridome murin capable de 
s6cr6ter un anticorps monoclonal selon la pr&ente invention, notamment Phybridome 

10 d'origine murine tel que depose au Centre National de Culture de Microorganisme 
(CNCM) (Institut Pasteur, Paris, France) le 19 septembre 2001 sous le num6ro 1-2717. 

L'anticorps monoclonal d<Snomm6 ici 7C10, ou Pun de ses fragments 
fonctionnels, caracterise en ce que ledit anticorps est s6cr&6 par Phybridome depose & la 
CNCM le 19 septembre 2001 sous le numero 1-2717 fait bien entendu partie de la 

1 5 pr&ente invention. 

Dans un mode de realisation particulier, la pr6sente invention est relative a un 
anticorps murin, ou Pun de ses fragments fonctionnels, selon Pinvention, caracterise en 
ce que ledit anticorps comprend une chaine teg&re de sequence comprenant la sequence 
decide amin6 SEQ ID No. 54, ou une sequence pr<§sentant au moins 80 % d'identite 

20 apres alignement optimale avec la sequence SEQ ID No. 54, ou/et en ce qu'il comprend 
une chaine lourde de sequence comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 69, 
ou une sequence presentant au moins 80 % d'identite aprfes alignement optimal avec la 
sequence SEQ ID No. 69. 

Sous un aspect egalement particulier, la pr6sente invention est relative k un 

25 anticorps chimerique, ou Pun de ses fragments fonctionnels, selon Pinvention, 
caracterise en ce que ledit anticorps comprend en outre les regions constantes de chaine 
legfcre et de chaine lourde derivees d'un anticorps d'une esp^ce heterologue k la souris, 
notamment de PHomme, et de maniere prefe^e, en ce que les regions constantes de 
chaine legdre et de chaine lourde derivees d'un anticorps humain sont respectivement la 

30 region kappa et, gamma- 1, gamma-2 ou gamma-4. 
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Sous un aspect egalement particulier, la presente invention est relative k un 
anticoips humanist, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon l'invention, caracterise 
en ce que ledit anticorps comprend une chaine legere et/ou une chaine lourde dans 
lesquelles les segments de squelette FR1 k FR4 (tels que definis ci-aprfcs dans les 
5 exemples 12 et 13, aux tableaux 5 et 6) de ladite chaine 16g6re et/ou chaine lourde sont 
derives respectivement de segments de squelette FR1 k FR4 de chaine ieg£re et/ou de 
chaine lourde d'anticoips humains. 

Selon un mode de realisation prefer, Panticorps humanist, ou Tun de ses 
fragments fonctionnels, selon la presente invention est caracterise en ce que ledit 
10 anticoips humanist comprend une chaine tegere comprenant la sequence d'acide amine 
SEQ ID No. 61 ou 65, ou une sequence pr&entant au moins 80 % d'identite apr£s 
alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 61 ou 65, ou/et eri ce qu'il comprend 
une chaine lourde comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 75, 79 ou 83, ou 
une sequence pr6sentant au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la 
15 sequence SEQ ID No. 75, 79 ou 83. 

De preference, Panticorps humanise, ou Tun de ses fragments fonctionnels, 
selon Tinvention est caracterise en ce que ledit anticorps humanise comprend une chaine 
ieg£re comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 65, et en ce qu'il comprend 
une chaine lourde de sequence comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 79, 
20 ou 83, de preference SEQ ID No. 83. 

Sous un nouvel aspect, la presente invention est relative k un acide nucieique 
isoie caracterise en ce qu'il est choisi parmi les acides nucieiques suivants : 
a) un acide nucieique, ADN ou ARN, codant pour un anticorps, ou Pun de ses 
fragments fonctionnels, selon l'invention ; 
25 b) un acide nucieique compiementaire d'un acide nucieique tel que defini en a) ; et 

c) un acide nucieique d'au moins 18 nucleotides capable d'hybrider dans des conditions 
de forte stringence avec au moins Pun des CDRs de sequence d'acide nucieique SEQ 
ID No. 1, 3, 5, 7, 9 ou 11, ou avec une sequence pr6sentant au moins 80 %, de 
preference 85 %, 90 %, 95 % et 98 %, d'identite apres alignement optimal avec la 
30 sequence SEQ ID No. 1, 3, 5, 7, 9 ou 1 1 . 
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Par acide nucleique, sequence nucleique ou d'acide nucleique, polynucleotide, 
oligonucleotide, sequence de polynucleotide, sequence nucleotidique, termes qui seront 
employ6s indifferemment dans la presente description, on entend designer un 
enchainement precis de nucleotides, modifies ou non, permettant de definir un fragment 
5 ou une region d'un acide nucleique, comportant ou non des nucleotides non naturels, et 
pouvant correspondre aussi bien a un ADN double brin, un ADN simple brin que des 
produits de transcription desdits ADNs. 

II doit etre aussi compris ici que la presente invention ne conceme pas les 
sequences nucieotidiques dans leur environnement chromosomique naturel, c'est-a-dire 
10 a l'etat naturel. D s'agit de sequences qui ont ete isoiees et/ou purifiees, c'est-a-dire 
qu'elles ont ete preievees directement ou indirectement, par exemple par copie, leur 
environnement ayant ete au moins partiellement modifie. On entend ainsi egalement 
designer ici les acides nucieiques isoies obtenus par recombinaison genetique au moyen 
par exemple de cellules h6tes ou obtenus par synthese chimique. 
15 Par sequences nucieiques presentant un pourcentage d'identite d'au moins 80 %, 

de preference 85 %, 90 %, 95 % et 98 %, apres alignement optimal avec une sequence 
de preference, on entend designer les sequences nucieiques presentant, par rapport a la 
sequence nucleique de reference, certaines modifications comme en particulier une 
deletion, une troncation, un allongement, une fusion chimerique et/ou une substitution, 
20 notamment ponctuelle. II s'agit de preference de sequences dont les sequences codent 
pour les memes sequences d'acide amines que la sequence de reference, ceci lie a la 
degenerescence du code genetique, ou de sequences compiementaires qui sont 
susceptibles de s'hybrider specifiquement avec les sequences de reference de preference 
dans des conditions de forte stringence notamment telles que definies ci-apres. 
25 Une hybridation dans des conditions de forte stringence signifie que les 

conditions de temperature et de force ionique sont choisies de telle maniere qu'elles 
permettent le maintien de l'hybridation entre deux fragments d'ADN compiementaires. 
A titre illustratif, des conditions de forte stringence de l'etape d'hybridation aux fins de 
definir les fragments polynucleotidases decrits ci-dessus, sont avantageusement les 
30 suivantes. 
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L'hybridation ADN-ADN ou ADN-AKN est realisee en deux Stapes : (1) 
prehybridation a 42°C pendant 3 hemes en tampon phosphate (20 mM, pH 7,5) 
contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond a une solution 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate 
de sodium), 50 % de formamide, 7 % de sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 x Denhardfs, 

5 5 % de dextran sulfate et 1 % d'ADN de sperme de saumon ; (2) hybridation proprement 
dite pendant 20 heures a une temperature dependant de la taille de la sonde (i.e. : 42°C, 
pour une sonde de taille > 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 minutes a 20°C en 
2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS. Le 
dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS pendant 30 minutes a 60°C pour 

10 une sonde de taille > 100 nucleotides. Les conditions d'hybridation de forte stringence 
decrites ci-dessus pour un polynucleotide de taille d^finie, peuvent etre adaptees par 
l'homme du m&ier pour des oligonucleotides de taille plus grande bu plus petite, selon 
l'enseignement de Sambrook et al., (1989, Molecular cloning : a laboratory manual. 2nd 
Ed. Cold Spring Harbor). 

15 L'invention est egalement relative a un vecteur comprenant un acide nucl6ique 

selon la presente invention. 

L'invention vise notamment les vecteurs de clonage et/ou d'expression qui 
contiennent une sequence nuclebtidique selon l'invention. 

Les vecteurs selon l'invention comportent de preference des elements qui 
20 permettent l'expression et/ou la secretion des sequences nucleotidiques dans une cellule 
h6te determinee. Le vecteur doit alors comporter un promoteur, des signaux d'initiation 
et de terminaison de la traduction, ainsi que des regions appropriees de regulation de la 
transcription. II doit pouvoir Stre maintenu de fa9on stable dans la cellule h6te et peut 
eventuellement posseder des signaux particuliers qui specifient la secretion de la 
25 proteine traduite. Ces differents elements sont choisis et optimises par l'homme du 
metier en fonction de l'h6te cellulaire utilise\ A cet effet, les sequences nucleotidiques 
selon l'invention peuvent gtre inserees dans des vecteurs a replication autonome au sein 
de l'hote choisi, ou etre des vecteurs intdgratifs de l'hote choisL 

De tels vecteurs sont prepares par des m6thodes couramment utiUs6es par 
30 1'homme du metier, et les clones resultant peuvent etre introduits dans un note approprie 
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par des methodes standard, telles que la lipofection, Peiectroporation, le choc 
thermique, ou des methodes chimiques. 

Les vecteurs selon l'invention sont par exemple des vecteurs d'origine 
plasmidique ou virale. lis sont utiles pour transformer des cellules hotes afin de doner 
5 ou d'exprimer les sequences nucieotidiques selon l'invention. 

L'invention comprend egalement les cellules h6tes transfonn^es par ou 
comprenant un vecteur selon Pinvention. 

L'hote cellulaire peut etre choisi panni des syst&nes procaryotes ou eucaryotes, 
par exemple les cellules bacteriennes mais egalement les cellules de levure ou les 
10 cellules animates, en particulier les cellules de mammifferes. On peut egalement utiliser 
des cellules d'insectes ou des cellules de plantes. 

L'invention conceme egalement les animaux, excepte PHomme, qui 
comprennent au moins une cellule transformee selon Pinvention. 

Sous un autre aspect, l'invention a pour objet un proc&ie de production d'un 
15 anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels selon l'invention, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) la culture dans un milieu et conditions de culture approprtes d'une cellule h6te selon 
l'invention ; et 

b) la recuperation desdits anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels, ainsi produits 
20 i partir du milieu de culture ou desdites cellules cultiv6es. 

Les cellules transform£es selon l'invention sont utilisables dans des procedes de 
preparation de polypeptides recombinants selon l'invention. Les proc£d£s de preparation 
d'un polypeptide selon l'invention sous forme recombinante, caracterises en ce qu'ils 
mettent en oeuvre un vecteur et/ou une cellule transformee par un vecteur selon 

25 l'invention sont eux-memes compris dans la pr6sente invention. De preference, on 
cultive une cellule transformee par un vecteur selon Pinvention dans des conditions qui 
pennettent Pexpression dudit polypeptide et on recupere ledit peptide recombinant 

Ainsi qu'il a et6 dit, l'hote cellulaire peut etre choisi panni des syst&nes 
procaryotes ou eucaryotes. En particulier, il est possible d'identifier des sequences 

30 nucl6otidiques selon l'invention, facilitant la secretion dans un tel systfeme procaryote 
ou eucaryote. Un vecteur selon Pinvention portant une telle sequence peut done etre 
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avantageusement utilis6 pour la production de prolines recombinantes, destinees a etre 
secretees. En effet, la purification de ces proteines recombinantes d'interet sera facilitee 
par le fait qu'elles sont presentes dans le surnageant de la culture cellulaire plut6t qu'a 

l'interieur des cellules hdtes. 

5 On peut egalement preparer les polypeptides selon l'invention par synthese 

chimique. Un tel proced6 de preparation est egalement un objet de l'invention. 
L'homme du metier connait les precedes de synthese chimique, par exemple les 
techniques mettant en ceuvre des phases solides (voir notamment Steward et al., 1984, 
Solid phase peptides synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2eme ed., 

10 (1984)) ou des techniques utilisant des phases solides partielles, par condensation de 
fragments ou par une synthese en solution classique. Les polypeptides obtenus par 
synthese chimique et pouvant comporter des acides amines non naturels correspondents 
sont egalement compris dans l'invention. 

Les anticorps, ou l'un de leurs fragments fonctionnels, susceptibles d'etre 

15 obtenus par un procede selon l'invention sont egalement compris dans la presente 
invention. 

Selon un deuxieme forme d'execution, la presente invention conceme un 
anticorps selon l'invention tel que decrit plus haut, caracterise en ce qu'U est, en outre, 
capable de se lier specifiquement sur le recepteur humain du facteur de croissance de. 
20 l'epiderme EGFR et/ou capable d'inhiber specifiquement l'activite tyrosine kinase dudit 
recepteur EGFR 

De maniere generale, les facteurs de croissance sont de petites proteines 
impliquees dans la regulation de la proliferation et de la differenciation des cellules 
normales. Certains de ces facteurs de croissance jouent egalement un rdle important 

25 dans l'initiation et la maintenance de la transformation cellulaire, pouvant fonctionner 
comme facteurs autocrines ou paracrines. C'est notamment le cas, outre de l'IGFl decrit 
plus haut, du facteur de croissance de l'epiderme EOF (EGF pour " Epidermal Growth 
Factor ") qui semble particulierement implique dans Tapparition du phenotype tumoral, 
la progression des tumeurs et la gen6ration des metastases. 

30 L'EGF et l'IGFl exercent leur action par l'intermddiaire de leur recepteur 

respectif denomme ici EGFR et IGF-IR. II s'agit dans les deux cas de recepteurs 
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membranaires k activity tyrosine kinase dont la surexpression est decrite dans de 
nombreux cancers, n faut cependant noter que Pinteraction de ces deux recepteurs n'est 
pas clairement etablle et que les Etudes effectuees par diverses equipes a ce propos 
donnent des r6sultats contradictoires quant k la collaboration de ces deux recepteurs. 

5 Des travaux effectu6s sur des cellules de tumeurs de la prostate montrent que 

Pinterruption de la boucle autocrine EGF/EGFR par un anticorps monoclonal 
(d<Snomm<§ ici "ACM" ou "AcM") anti-EGFR se traduit par une perte compete de la 
rtponse des cellules DU145 k PIGF1 (Connolly J.M. and Rose D.P., Prostate, Apr. 
24(4):167-75, 1994 ; Putz T. et al., Cancer Res., Jan. 1, 59(1):227=33, 1999). Ces 

10 nSsultats sugg^reraient qu'un blocage du r<§cepteur a PEGF serait suffisant pour obtenir 
une inhibition totale des signaux de transformation g6ner6s par Factivation des deux 
recepteurs (EGFR et IGF-IR). En revanche, d'autres etudes (Pietrzkowski et al., Cell 
Growth Differ, Apr., 3(4):199-205, 1992 ; Coppola et al., Mol Cell Biol., Jul., 
14(7):4588-95, 1994) ont montrS qu'une surexpression de PEGFR n^cessite la presence 

15 d'un IGF-IR fonctionnel pour exercer son potentiel mitog^nique et transformant, alors 
que PIGF-IR ne n6cessite pas, pour sa part, la presence d'EGFR fonctionnel pour 
m6dier son action. Cette seconde serie d'etudes serait plus en accord avec une strategic 
tendant k bloquer pr^ferentiellement PIGF-IR dans le but d'atteindre simultan6ment les 
deux recepteurs. 

20 De maniere surprenante, les inventeurs ont, dans un premier temps, mis ainsi en 

6vidence qu'une co-inhibition de la fixation de l'IGFl et/ou IGF2 sur le rdcepteur IGF- 
IR et de la fixation de FEGF sur le r^cepteur EGFR permettait d'obtenir une synergie 
d' action significative de ces deux actions contre la croissance tumorale in vivo chez des 
souris nude porteuses d'une tumeur exprimant ces deux recepteurs. Une des hypotheses 

25 les plus probables pouvant expliquer cette synergie d'action est que les deux facteurs de 
croissance EGF et IGF1 (et/ou IGF2) agissent eux-mSmes en synergie dans la 
transformation de cellules normales en cellules k caractere tumoral et/ou dans la 
croissance et/ou la proliferation de cellules tumorales pour certaines tumeurs, 
notamment pour celles surexprimant les deux recepteurs EGFR et IGF-IR et/ou 

30 presentant une suractivation du signal de transduction medie par ces deux recepteurs, en 
particulier au niveau de Pactivite tyrosine kinase de ces recepteurs. 
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Selon un aspect prefere de cette forme d'execution, l'invention concerne un 
anticorps tel que decrit plus haut, caracterise en ce qu'U consiste en un anticorps 
bisp6cifique comprenant un second motif inhibant specifiquement la fixation de l'EGF 
sur PEGFR et/ou inhibant specifiquement l'activite tyrosine kinase dudit recepteur 
5 EGFR. 

Par le terme « second motif », on entend d6signer ci-avant notamment une 
sequence d'acides amines comprenant un fragment capable de se lier specifiquement a 
I'EGFR, en particulier une region CDR d'une chaine variable d'un anticorps anti- 
EGFR, ou Tun des fragments de cette region CDR de longueur suffisante pour exercer 
10 cette fiaison specifique, ou encore plusieurs regions CDR d'un anticorps anti-EGFR 

Les anticorps bispecifiques ou bifonctionnels constituent une seconde generation 
d'anticorps monoclonaux dans lesquelles deux regions variables differentes sont 
combinees dans la meme molecule (Hollinger and Bohlen 1999 Cancer and metastasis 
rev. 18: 411-419). Leur utilite a 6te mise en evidence tant dans le domaine du 
15 diagnostic que dans le domaine de la therapie de part leur capacite a recruter de 
nouvelles fonctions effectrices ou a cibler plusieurs molecules a la surface de cellules 
tumorales. Ces anticorps peuvent etre obtenus par des methodes chimiques (Glennie MJ 
et al. 1987 J. Immunol. 139, 2367-2375 ; Repp R. et al. 1995 J. Hemat 377-382) ou 
somatiques (Staerz UX>. and Bevan MJ. 1986 PNAS 83, 1453-1457 ; Suresh MR. et al. 
20 1986 Method Enzymol. 121 : 210-228) mais egalement et preferentiellement par des 
techniques d'ingenierie genetique qui permettent de forcer l'heterodimerisation et 
facilitent ainsi le precede de purification de l'anticorps recherch6 (Merchand et al. 1998 
Nature Biotech. 16 : 677-681). 

Ces anticorps bispecifiques peuvent etre construits comme des IgG entieres, 
25 comme des Fab'2 bispecifiques, comme des Fab'PEG ou comme des diabodies ou 
encore comme des scFv bispecifiques mais egalement comme un anticorps bispecifique 
tetravalent ou deux sites de fixation sont presents pour chaque antigene cible (Park et al. 
2000 Mol. Immunol. 37(18) : 1 123-30) ou ses fragments comme d6crit plus haut. 

Outre un avantage economique du fait que la production et l'administration d'un 
30 anticorps bispecifique soit moins onereuse que le production de deux anticorps 
specifiques, l'utilisation de tels anticorps bispecifiques a pour avantage de reduire la 
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toxicity du traitement. En effet, l'utilisation d'un anticorps bispecifique permet de 
diminuer la quantite globale d'anticorps circulants et, par suite, la toxicite eventuelle. 

Dans une forme de realisation prefSree de l'invention, 1' anticorps bispecifique 
est un anticorps bivalent ou tetravalent 

5 Dans la pratique, Pint&St d'utiliser un anticorps bispecifique tetravalent est qu'il 

presente une avidity plus importante par rapport k un anticorps bivalent du fait de la 
presence de deux sites de fixation pour chaque cible, respectivement IGF-IR et EGFR 
dans la presente invention. 

De manure similaire a la selection des fragments fonctionnels de l'anticoips 

10 anti-IGF-IR d£crit plus haut, ledit second motif est s61ectionn£ parmi les fragments Fv, 
Fab, (Fab% Fab', scFv, scFv-Fc et les diabodies, ou toute forme dont la demie-vie 
aurait 6t6 augment^ comme les fragments pegytes tels que Fv-PEG, scFv-PEG, Fab- 
PEG, (Fab')2-PEG ou Fab'-PEG. Selon un aspect encore plus px€f6r€ de l'invention, 
ledit second motif anti-EGFR est issu de l'anticorps monoclonal de souris 225, son 

15 derive chimerique souris-homme C225, ou un anticorps humanise derive de cet 
anticorps 225. 

Sous encore un autre aspect, l'invention a pour objet un anticorps, ou Tun de ses 
fragments fonctionnels, selon l'invention 4 titre de medicament, de preference un 
anticorps humanise tel que defini ci-avant Par anticorps, il feut comprendre, pour la 
20 suite de la presente description, aussi bien un anticorps anti-IGF-IR qu'un anticorps 
bispecifique and IGF-IR / EGFR. 

L'invention concerne egalement une composition phannaceutique comprenant k 
titre de principe actif un compose consistant en un anticorps, ou Tun de ses fragments 
fonctionnels, selon l'invention, de preference addition^ d'un excipient et/ou d'un 
25 vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Selon encore une autre forme d'execution, la presente invention concerne 
egalement une composition phannaceutique telle que decrite plus haut qui comprend un 
deuxifeme compose choisi parmi les composes capables d'inhiber specifiquement la 
fixation de l'EGF sur le recepteur humain du facteur de croissance de l'epiderme EGFR 
30 et/ou capable d'inhiber specifiquement Pactivite tyrosine kinase dudit recepteur EGFR. 
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Dans un aspect prefer^ de l'invention, ledit deuxieme compos6 est choisi panni 
les anticorps anti-EGFR isol6s, ou leurs fragments fonctionnels, capables d'inhiber par 
competition la fixation de l'EGF sur l'EGFR. Plus particulierement, ledit anticorps anti- 
EGFR est choisi parmi les anticorps anti-EGFR monoclonaux, chimeriques ou 

5 humanises, ou leurs fragments fonctionnels. Encore plus particulierement, lesdits 
fragments fonctionnels de l'anticorps anti-EGFR sont choisis panni les fragments Fv, 
Fab, (Fab')2, Fab', scFv-Fc et les diabodies, ou tout fragment dont la demie-vie aurait 
ete augmentee, comme des fragments pegyles. Ledit anticorps peut consister, de maniere 
encore plus preferee, en l'anticorps monoclonal de souris 225, son deriv6 chimerique 

10 souris-homme C225 (denomme encore IMC-C225) ou un anticorps humanise derive de 
cet anticorps 225. 

Une autre forme d'execution complementaire de l'invention consiste en une 
composition telle que decrite plus haut qui comprend, en outre, comme produit de 
combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps, un agent 
15 cytotoxique/cytostatique et/ou un inbibiteur de l'activite tyrosine kinase respectivement 
des recepteurs a l'IGF-I et/ou a l'EGF. 

On entend par "utilisation simultanee", l'a<iministration des deux composes de la 
composition selon l'invention compris dans une seule et meme forme pharmaceutique. 

On entend par "utilisation separee", l'administration, en meme temps, des deux 
20 composes de la composition selon l'invention, compris dans des formes 
pharmaceutiques distinctes. 

On entend par "utilisation etalee dans le temps", l'adniinistration successive des 
deux composes de la composition selon l'invention, compris chacun dans une forme 
pharmaceutique distincte. 
25 D'une facon generate, la composition selon l'invention augmente 

considerablement l'efficacite du traitement du cancer. En d'autres termes, l'effet 
therapeutique de l'anticorps anti-IGF-IR selon l'invention est potentialise de maniere 
inattendue par i'administration d'un agent cytotoxique. Un autre avantage subsequent 
majeur produit par une composition selon l'invention, conceme la possibilite d*utiliser 
30 des doses efficaces en principe actif plus faibles, ce qui permet d'6viter ou de reduire les 
risques d'apparition des effets secondaires, en particulier l'effet de l'agent cytotoxique. 
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De plus, cette composition selon 1'invention pennettrait d'atteindre l'effet therapeutique 
escompte plus rapidement. 

Dans un mode de realisation particuuerement prefere, ladite composition comme 
produit de combinaison selon l'invention est caracterisee en ce que ledit agent 
cytotoxique/cytostatique est choisi panni les agents interagissant avec l'ADN, les 
antimetabolites, les inbibiteurs de topoisomerases I ou II, ou encore les agents 
inhibiteurs ou stabilisateurs du fuseau ou encore tout agent susceptible d'etre utilise en 
chimiotherapie. De tels agents cytotoxiques/cytostatiques, pour chacune des classes 
d'agents cytotoxiques precipes, sont par exemple cites dans l'&iition 2001 du VIDAL, a 
la page consacree aux composes attaches a la cancerologie et l'hematologie colonne 
« Cytotoxiques », ces composes cytotoxiques cites par reference a ce document sont 
cites ici comme agents cytotoxiques preTeies. 

Dans un mode de realisation particulierement prefere, ladite composition comme 
produit de combinaison selon l'invention est caracterisee en ce que ledit agent 
15 cytotoxique est coupl6 chimiquement audit anticorps pour une utilisation simultanee. 

Dans un mode de realisation particulierement prefer^, ladite composition selon 
l'invention est caracterisee en ce que ledit agent cytotoxique/cytostatique est choisi 
panni les agents inhibiteurs ou stabilisateurs du fuseau, de preference la vinorelbine 
et/ou la vinflunine et/ou la vincristine. 
20 Afin de faciliter le couplage entre ledit agent cytotoxique et ledit anticorps selon 

l'invention, on pourra notamment introduire des molecules espaceurs entre les deux 
composes a coupler, telles que des poly(alkylenes)glycols comme le polyethyleneglycol, 
ou encore des abides amines, ou, dans un autre mode de realisation, utiliser des derives 
actifs desdits agents cytotoxiques dans lesquels auront ete introduites des fonctions 
25 capables de reagir avec ledit anticorps selon l'invention. Ces techniques de couplage 
sont bien connues de l'homme de l'art et ne seront pas developpees dans la pr6sente 
description. 

Dans un autre mode de realisation prefer^, ledit inhibiteur de l'activife tyrosine 
kinase des recepteurs a l'IGF-I et/ou a l'EGF est selection^ dans le groupe consistant 
en des agents naturels derives, des diamlmophtalimides, des pyrazolo- ou pyrrolo- 
pyridopyrimidines ou encore des quinazilines. De tels agents inhibiteurs sont bien 
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connus de l'homme de Part et decrit dans la htterature (Ciardiello F., Drugs 2000, 
Suppl. 1,25-32). 

D'autres inhibiteurs de l'EGFR peuvent consister en, sans aucune limitation, les 
anticorps monoclonaux C225 et 22Mab anti-EGFR (ImClone Systems Incorporated), 

5 ABX-EGF (Abgenix/CeU Genesys), EMD-7200 (Merck KgaA) ou les compos6s ZD- 
1834, ZD-1838 et ZD-1839 (AstraZeneca), PKI-166 (Novartis), PKI-166/CGP-751 66 
(Novartis), PTK 787 (Novartis), CP 701 (Cephalon), leflunomide (Pharmacia/Sugen), 
CM033 (Warner Lambert Parke Davis), CI-1033/PD 183, 805 (Warner Lambert Parke 
Davis), CL-387, 785 (Wyetn-Ayerst), BBR-1611 (Boehringer Mannheim 

10 GmbH/Roche), Naamidine A (Bristol Myers Squibb), RC-3940-H (Pharmacia), BIBX- 
1382 (Boehringer Ingelheim), OLX-103 (Merck & Co), VRCTC-310 (Ventech 
Research), EGF fusion toxin (Seragen Inc.), DAB-389 (Seragen/Lil'gand), ZM-252808 
(Imperial Cancer Research Fund), RG-50864 (INSERM), LFM-A12 (Parker Hughes 
Cancer Center), WHI-P97 (Parker Hughes Cancer Center), GW-282974 (Glaxo), KT- 

15 8391 (Kyowa Hakko) ou le » EGFR Vaccine » (York Medical/Centro de Immunologia 
Molecular. 

Selon encore une autre forme d'execution de l'invention, la composition telle 
que decrite plus haut, peut egalement comprendre un autre compose anticorps dirige 
contre le domaine extracellulaire du recepteur HER2/neu, comme produit de 
20 combinaison pour une utilisation simultanee, separ6e ou 6talee dans le temps, destinee a 
la prevention et au traitement de cancer, notamment les cancers surexprimant ledit 
recepteur HER2/neu et le recepteur IGF-IR et/ou EGFR, comme notamment le cancer 
dusein. 

On pourra notamment se referer aux publications de Albanell et al. (J. of the 
National Cancer Institute, 93(24):1830-1831, 2001) et de Lu et al. (J. of the National 
Cancer Institute, 93(24):1852-1857, 2001) justifiant l'interet inattendu d'associer un 
anticorps anti-HER2/neu avec un anticorps anti-IGF-IR selon la presente invention. 

De maniere particuliere, ledit anticorps anti-HER2/neu de la composition selon 
l'invention est l'anticorps denomme Trastuzumab (denomme encore Herceptin). 
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L'invention est, sous un autre aspect, relative a une composition caractdrisee en 
ce que Tun, au moins, desdits anticorps, ou l'un de leur fragment fonctionnel, est 
conjugue avec une toxine cellulaire et/ou un radioelement 

De preference, ladite toxine ou ledit radioelement est capable d'inhiber au moins 
5 une activite cellulaire de cellules exprimant le recepteur IGF-IR et/ou EGFR, de maniere 
plus preferee capable d'empecher la croissance ou la proliferation de ladite cellule, 
notamment d'inactiver totalement ladite cellule. 

De preference encore, ladite toxine est une toxine d'enterobacteries, notamment 
l'exotoxine A de Pseudomonas. 
10 Les radioel6ments (ou radioisotopes) pref6res conjugues aux anticorps employes 

pour la tbirapie sont des radioisotopes emetteurs de rayons gamma et de preference 
llode 131 , l'Yttrium 90 , 1'Or 199 , le Palladium 100 , le Cuivre 67 , le Bismuth 217 et 
1-Antimoine 211 . Les radioisotopes emetteurs de rayons beta et alpha peuvent egalement 
etre utilises pour la tbirapie. 
15 Par toxine ou radioelement conjugue a au moins un anticorps, ou l'un de leur 

fragment fonctionnel, selon l'invention, on entend designer tout moyen permettant de 
her ladite toxine ou ledit radioelement audit au moins un anticorps, notamment par 
couplage covalent entre les deux composes, avec ou sans introduction de molecule de 
liaison. 

20 Parmi les agents permettant de lier de maniere chimique (covalente), 

eiectrostatique, non covalente tout ou partie des composants du conjugue, on peut citer 
notamment la benzoquinone, la carbodiimide et plus particulierement l'EDC (1-Ethyl- 
3[3-Dimemylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride), la dimaieimide, l'acide dithio- 
bis-nitrobenzorque (DTNB), leN-succinimidyl-S-acetyl-thioacetate (SATA), les agents 

25 pontants possedant un ou plusieurs groupements phenyla2dde reagissant avec les 
ultraviolets (U.V.) et de preference le N-HKazidosaU^lammo^utyll-S'^'- 
pyridylditbio)propionamide (APDP), le N-sua±iiimdyl-3<2-pyridylditmo)prop^^ 
(SPDP), le 6-hydrazinonicotimide (HYNIC). 

Une autre forme de couplage, notamment pour les radioeiements, peut consister 

30 en Putilisation d'un cheiateur d'ions bi-fonctionnel. 
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Parmi ces chelates, on peut citer les chelates derives de l'EDTA (acide 
ethylenediamine-tetraac^tique) ou du DTPA (acide dietoylenetrianmie-pentaacetique) 
qui ont ete developpes pour lier les metaux, notamment les metaux radioactifs, et les 
immunoglobulines. Ainsi, le DTPA et ses derives peuvent substitues par differents 
5 groupes sur la chaine carbon6e afin d'augmenter la stability et la rigidite du complexe 
ligand-metal (Krejcarek et al. (1977) ; Brechbiel et al. (1991) ; Gansow (1991) ; brevet 
US 4 831 175). 

Par exemple, 1' acide diethylenetriamine-pentaacetique (DTPA) et ses derived, 
qui sont depuis longtemps largement utilises en medecine et en biologie soit sous leur 

10 forme libre, soit sous la forme de complexe avec un ion m&allique, presentent la 
caracteristique remarquable de former des chelates stables avec les ions metalliques et 
etre coupes avec des prolines d'interet therapeutique ou diagnostique telles que des 
anticorps pour le developpement de radioimmunoconjugues en therapie du cancer 
(Meases et al., (1984) ; Gansow et al. (1990)). 

15 De preference egalement, ledit au moins un anticorps formant ledit conjugu6 

selon Vinvention est choisi parmi ses fragments fonctionnels, notamment les fragments 
amputes de leur composante Fc tels que les fragments scFv. 

La presente invention comprend en outre l'utilisation de la composition selon 
l'invention pour la preparation d'un medicament 

20 Plus particulierement, selon une autre forme d' execution, l'invention concerne 

1'utiUsation d'un anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels, et/ou d'une 
composition pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou au 
traitement d'une maladie induite par une surexpression et/ou une activation anormale du 
recepteur IGF-IR et/ou EGFR, et/ou U6e a une hyperactivation de la voie de transduction 

25 du signal meai6 par l'interaction de 1-IGF1 ou IGF2 avec IGF-IR et/ou de l'EGF avec 
I'EGFR et/ou HER2/neu. 

De pr6f6rence, ladite utilisation selon l'invention est caracterisee en ce que 
l'administration dudit medicament n'induit pas ou peu d'effets secondares life a une 
inhibition du recepteur IR de l'insuline, c'est-a-dire a une inhibition de l'interaction du 

30 recepteur IR avec ses ligands naturels due a la presence dudit medicament, notamment 
par une inhibition competitive liee a la fixation dudit medicament sur 1'IR. 
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La presente invention comprend en outre Putilisation d'un anticorps, ou l'un de 
ses fragments fonctionnels, de preference humanist, et/ou d'une composition selon 
['invention pour la preparation d'un medicament destine a inhiber la transformation de 
cellules nonnales en cellules k caractere tumoral, de preference IGF, notamment IGF1 
5 et/ou IGF2, dependante et/ou EGF dependante et/ou HER2/neu dependante. 

La presente invention est relative egalement k l'utilisation d'un anticorps, ou Tun 
de ses fragments fonctionnels, de preference humanise, et/ou d'une composition selon 
Pinvention pour la preparation d'un medicament destine k inhiber la croissance et/ou la 
proliferation de cellules tumorales, de preference IGF, notamment IGF1 et/ou IGF2 
10 dependante et/ou EGF dependante et/ou estrog^nes,, dependante et/ou HER2/neu 
dependante. 

De manfere generale, la presente* invention a pour objet l'utilisation d'un 
anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels, de preference humanise, et/ou d'une 
composition selon l'invention, pour la preparation d'un medicament destine k la 

15 prevention ou au traitement de cancer de preference exprimant 1TOF-IR et/ou l'EGFR, 
et/ou de cancer presentant de preference une hyperactivation de la voie de transduction 
du signal medie par Interaction de l'lGFl ou IGF2 avec IGF-IR, comme par exemple la 
surexpression de ERS1 et/ou de l'EGF avec l'EGFR. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation d'un anticorps, ou l'un 

20 de ses fragments fonctionnels, de preference humanise, et/ou d'une composition selon 
l'invention, pour la preparation d'un medicament destine k la prevention ou au 
traitement du psoriasis, psoriasis dont l'hyperproliferation epidennique peut Stre li£e k 
l'expression ou la surexpression de l'IGF-IR et/ou de l'EGFR, et/ou k l'hyperactivation 
de la voie de transduction du signal medie par Tinteraction d'IGF-IR avec ses ligands 

25 naturels (Wraight CJ. et al. Nat Biotechnol., 2000, 18(5):521-526. Reversal of 
epidermal hyperproliferation in psoriasis by insulin-like growth factor I receptor 
antisense oligonucleotides) et/ou de l'EGFR avec ses ligands naturels. 

Parmi les cancers qui peuvent etre prevenus et/ou traiter, on prefSre le cancer de 
la prostate, les osteosarcomes, le cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer de 

30 l'endometre ou le cancer du c61on ou tout autre cancer surexprimant IGF-IR 
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Sous encore un autre aspect, la presente invention a pour objet une m6thode de 
diagnostic, de preference in vitro, de maladies liees a une surexpression ou une 
sousexpression, de preference line surexpression du recepteur IGF-IR et/ou EGFR a 
partir d'un echantillon biologique dont on suspecte la presence anormale en recepteur 

5 IGF-IR et/ou EGFR, caracterisee en ce qu'on met en contact ledit echantillon biologique 
avec un anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon l'invention, ledit 
anticorps pouvant 6tre, le cas echeant, marque. 

De preference, lesdites maladies liees par la surexpression du recepteur IGF-IR 
et/ou EGFR dans ladite methode de diagnostic seront des cancers. 

10 Ledit anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels, peut se presenter sous 

forme d'immunoconjugue ou d'anticorps marque afin d'obtenir un signal detectable 
et/ou quantifiable. 

Les anticorps marques selon rinvention ou leurs fragments fonctionnels incluent 
par exemple des anticorps dits immunoconjugues qui peuvent 6tre conjugues par 

15 exemple avec des enzymes telles que la peroxydase, la phosphatase alkaline, l'a-D- 
galactosidase, la glucose oxydase, la glucose amylase, ranhydrase carbonique, l'acetyl- 
cholinesterase, le lysozyme, la malate dehydrogenase ou la glucose-6 phosphate 
dehydrogenase ou par une molecule comme la biotine, la digoxigenine ou la 5-bromo- 
d&oxyuridine. Des marqueurs fluorescents peuvent etre egalement conjugues aux 

20 anticorps ou leurs fragments fonctionnels selon l'invention et incluent notamment la 
fluoresceine et ses derives, le fluorochrome, la rhodamine et ses derives, la GFP (GFP 
pour « Green Fluorescent Protein »), le dansyl, l'umbelliferone etc... Dans de tels 
conjugues, les anticorps de l'invention ou leurs fragments fonctionnels peuvent Stre 
prepares par des methodes connues de l'homme de l'art. lis peuvent etre couples aux 

25 enzymes ou aux marqueurs fluorescents directement ou par l'mtermediaire d'un groupe 
espaceur ou d'un groupe de liaisons tel qu'un polyaldehyde, comme le glutaraldehyde, 
l'acide emyienediaminetetraacetique (EDTA), l'acide diemylenetriaminepentaacetique 
(DPTA), ou en presence d'agents de couplage tels que ceux cites ci-avant pour les 
conjugues therapeutiques. Les conjugues comportant des marqueurs de type fluoresceine 
30 peuvent etre prepares par reaction avec un isothiocyanate. 
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D'autres conjugues peuvent inclure egalement des marqueurs 
chimioluminescents tels que le lumiiiol et les dioxetanes, des marqueurs 
bioluminescents tels que la luciferase et la luciferine, ou encore des marqueurs 
radioactifs tels que lode 123 , lode 125 , lode 126 , lode 133 , Brome 77 , Technetium 99 " 1 , 

5 Indium 111 , Indium 1 13m , Gallium 67 , Gallium 68 , Ruthenium 95 , Ruthenium 97 , Ruthenium 103 , 
Ruthenium 105 , Mercure 107 , Mercure 203 , Rh6nium 99m , Rhenium 101 , Rhenium 105 , 
Scandium 47 , Tellurium 121m , Tellurium 122 ™, Tellurium 125m , Thulium 165 , Thulium 167 , 
Thulium 168 , Fluor 18 , Yttrium 199 , l'lode 131 . Les methodes connues de lliomme de l'art 
existant pour coupler les radioisotopes therapeutiques aux anticorps soit directement soit 

10 via un agent ch61atant tel l'EDTA, le DTPA citees ci-avant peuvent etre utitisees pour 
les radioelements utilisables en diagnostic. On peut egalement citer ici le marquage avec 
du Na[I 125 ] par la methode a la chloramine t. [Hunter W.M. et Greenwood F.C. (1962) 
Nature 194:495] ou encore avec le Technetium 99 ™ par la technique de Crockford et coll. 
(brevet US 4 424 200) ou attach6 via du DTPA comme decrit par Hnatowich (brevet US 

15 4 479 930). 

Ainsi, les anticorps, ou leurs fragments fonctionnels, selon l'invention peuvent 
etre employes dans un procede pour la detection et/ou la quantification d'une 
surexpression ou dW sousexpression, de preference une surexpression du recepteur 
IGF-IR et/ou EGFR dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend les 

20 etapes suivantes : 

a) la mise en contact de l'echantillon biologique avec un anticorps, ou l'un de ses 
fragments fonctionnels, selon l'invention ; et 

b) la mise en evidence du complexe IGF-IR et/ou EGFR/anticorps eventuellement 

forme. 

25 Dans un mode de realisation particulier, les anticorps, ou leurs fragments 

fonctionnels, selon l'invention, pourront etre employes dans un proc6de pour la 
detection et/ou la quantification du recepteur IGF-IR et/ou EGFR dans un echantillon 
biologique, pour le suivi de l'efficacit6 d'un traitement prophylactique et/ou 
therapeutique d'un cancer IGF et/ou EGF dependant ou encore d'un psoriasis. 

30 Plus generalement, les anticorps, ou leurs fragments fonctionnels, selon 

l'invention peuvent 6tre avantageusement mis en oeuvre dans toute situation ou 
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l'expression du recepteur IGF-IR et/ou EGFR doit etre observ^e de manifere qualitative 
et/ou quantitative. 

De preference, l'echantillon biologique est constitue par un fluide biologique, tel 
que le serum, le sang total, des cellules, un echantillon de tissu ou des biopsies d'origine 
5 humaine. 

Toute procedure ou test classique peut etre mis en oeuvre pour r^aliser une telle 
detection et/ou dosage. Ledit test peut etre un test par competition ou par sandwich, ou 
tout test connu de 1' homme de 1' art dependant de la formation d'un complexe immun de 
type anticorps-antigdne. Suivant les applications selon 1' invention, l'anticorps ou Tun de 

10 ses fragments fonctionnels peut etre immobilise ou marque. Cette immobilisation peut 
etre r&disSe sur de nombreux supports connus de i'homme de Tart. Ces supports 
peuvent notamment incline le verre, le polystyrene, le polypropylene, le polyethylene, le 
dextran, le nylon, ou des celluloses naturelles ou modifiees. Ces supports peuvent etre 
soit solubles ou insolubles. 

15 A titre d'exemple, une methode preferee met en jeu des processus 

immunoenzymatiques selon la technique ELISA, par immunofluorescence, ou radio- 
immunolpgique (RIA) ou equivalent 

Ainsi, la presente invention comprend egalement les kits ou necessaires pour la 
mise en oeuvre d'une methode de diagnostic de maladies induites par une surexpression 

20 ou une sousexpression du recepteur IGF-IR et/ou EGFR ou pour la mise en oeuvre d'un 
procede pour la detection et/ou la quantification d'une surexpression ou d'une 
sousexpression du recepteur IGF-IR et/ou EGFR dans un echantillon biologique, de 
preference une surexpression dudit recepteur, caracterise en ce que ledit kit ou 
necessaire comprend les elements suivants : 

25 a) un anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon Pinvention ; 

b) eventuellement, les rtactifs pour la constitution du milieu propice & la reaction 
immunologique ; 

c) eventuellement, les reactifs permettant la mise en evidence des complexes IGF-IR 
et/ou EGFR/anticorps produits par la reaction immunologique. 

30 L'invention est en outre relative k l'utilisation d'une composition comme produit 

de combinaison selon l'invention, pour la preparation d'un medicament destine & la 
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prevention ou au traitement de cancer, notamment des cancers pour lesquels ledit agent 
cytotoxique ou ledit anticorps anti-HER2/neu est gen6ralement present et, notamment, 
pour lesquels cancers, les cellules tumorales expriment ou surexpriment le r6cepteur 
IGF-IR et/ou EGFR. 

5 L'invention a egalement pour objet l'utilisation d'un anticorps selon l'invention, 

pour la preparation d'un medicament destin6 au ciblage specifique d'un compose 
biologiquement actif vers des cellules exprimant ou surexprimant le recepteur IGF-IR 
et/ou EGFR 

On entend designer ici par compose biologiquement actif tout compose capable 
10 de moduler, notamment d'inhiber, l'activite celluhrire, en particulier leur croissance, leur 
proliferation, la transcription ou la traduction de gene. 

L'invention a aussi pour objet un reactif de diagnostic in vivo comprenant un 
anticorps selon l'invention, ou l'un de ses fragments fonctionnels, de preference marque, 
notamment mdiomarque, et son utilisation en imagerie medicale, en particulier pour la 
15 detection de cancer lie a l'expression ou a la suppression par une cellule du recepteur 

IGF-IR et/ou EGFR. 

L'invention est egalement relative a une composition comme produit de 
combinaison ou a un conjugue anti-IGF-IR et/ou EGFR/toxine ou radioelement, selon 
l'invention, a titre de medicament 

De preference, ladite composition comme produit de combinaison ou ledit 
conjugue selon l'invention sera additionne d'un excipient et/ou d'un vebicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Dans la presente description; on entend designer par vebicule 
pharmaceutiquement acceptable, un compose ou une combinaison de composes entrant 
25 dans une composition pharmaceutic ne provoquant pas de reactions secondares et qui 
permet par exemple la facilitation de l'administration du ou des composes actifs, 
l'augmentation de sa dure* de vie et/ou de son efficacite dans l'organisme, 
Vaugmentation de sa solubilite en solution ou encore l'amelioration de sa conservation. 
Ces vehicules pharmaceutiquement acceptables sont bien connus et seront adaptes par 
1-homme de l'art en fonction de la nature et du mode d'administration du ou des 
composes actifs choisis. 
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De preference, ces composes seront administres par voie systemique, en 
particulier par voie intraveineuse, par voie intramusculaire, intradermique, 
intrap6ritoneale ou sous-cutan6e, ou par voie orale. De maniere plus preferee, la 
composition comprenant les anticorps selon l'invention, sera administree a plusieurs 
5 reprises, de maniere etalee dans le temps. 

Leurs modes d' administration, posologies et formes galeniques optimaux 
peuvent 6tre determines selon les criteres generalement pris en compte dans 
l'etablissement d'un traitement adapte a un patient comme par exemple l'age ou le poids 
corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance au traitement et les effets 

10 secondaires constates. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent dans la suite de 
la description avec les exemples et les figures dont les legendes soht representees ci- 
apres. 



15 LEGENDES DES FIGURES 

Figure 1 : Representation sch6matique de l'IGF-IR. 

Figure 2 : Schema de la transduction des signaux mediee par l'IGF-IR lors de la fixation 
des IGFs. 

Figures 3A, 3B et 3C : Reconnaissance de HGF-IR natif exprime a la surface des. 
20 cellules MCF-7 par l'anticorps monoclonal 7C10. 

Pour cette experience, les cellules MCF-7 sont incuWes avec l'anticorps 7C10 
ou avec un anticorps contr61e negatif, puis rdvelees a l'aide d'un anticorps secondaire 
anti-espece fluorescent. Le marquage est lu au FACS. Le premier histogramme (figure 
3A) correspond aux cellules MCF-7 seules. Dans le deuxieme histogramme (figure 3B) 
la courbe non gris^e correspond au marquage non sp<§cifique par un anticorps murin 
isotype contrSle. Dans le troisieme histogramme (figure 3C), la courbe non grisee 
montre la reconnaissance de l'IGF-IR par l'ACM 7C10. 

Figures 4A, 4B et 4C : Marquage de cellules d'insectes S£9 exprimant respectivement 
l'IGF-IR oul'IR. 

La figure 4A montre le marquage de cellules non transfectees seules (1) ou 
marquees avec des anticorps monoclonaux commerciaux temoins reconnaissant 



25 



30 



WO 03/059951 



32 



PCT/FR03/00178 



10 



respectivemeiit l'IGF-IR (2) ou l'IR (3). En figure 4B, des cellules Sf9 exprimant 
uniquement l'IGF-IR sont marquees avec l'cdR3 (2) ou l'anti-IR (3), le pic (1) 
representant les cellules seules. En figure 4C, des cellules SS exprimant uniquement 
l'IR sont marquees avec un anti-IR (3) ou l'cclR3 (2), le pic (1) representant les cellules 
seules. 

Figure 5 : Effet inhibiteur de l'anticorps 7C10 sur la proliferation des cellules MCF-7 
toduiteparl'IGF-I. 

Les cellules MCF-7 sont incubees en presence de concentrations croissantes 
d'IGFl en presence ou en absence des ACM a tester. La proliferation cellulaire est 
evaluee par suivi de l'incorporation de 3 H Thymidine. L'anticorps commercial aIR3 est 
utilise comme contrdle positif de l'experience. Le 7G3 est une IgGl murine anti-IGF-IR 
sans activity sur la proliferation et utilisee comme isotype contrdle. 

Figures 6A, 6B et 6C : 

- figure 6A : effet in vivo de l'anticorps monoclonal 7C10 sur la croissance de 

1 5 tumeurs MCF-7 etablies chez la souris nude ; 

- figures 6B et 6C : figures provenant respectivement des publications d'Arteaga 
et al. (J. Clin. Invest, 84, 1418-1423, 1989) et de Li et al. (Cancer Immunol. 
Immonother., 49, 243-252), et montrant pour la figure 6B l'effet de oIR3 murin 
(egalement note aIR3) et pour la figure 6C l'effet d'un scFv-Fc recombinant derive de 

20 l'anticorps 1H7 sur la croissance tumorale. 

Figure 7 : Etude comparee de l'effet de 1'AcM 7C10 et du tamoxifen sur la croissance in 
vivo de la tumeur MCF-7. 

Figures 8A, 8B et 8C : Etude de l'activite antitumorale de l'anticorps murin 7C10 dans 
differents modeles de xenogreffe de cellules tumorales in vivo. 

La figure 8A montre les resultats obtenus sur un modele d'ost6osarcome SK-ES- 
1, la figure 8B concerne une tumeur de la prostate androgene independante DU-145 et la 
figure 8C un modele de tumeur du poumon non a petites cellules A549. Dans ces trois 
modeles, le traitement a ete effectue 2 fois par semaine en i.p. a raison de 
250 ug/dose/souris. Les courbes 7G3, EC2 et 9G4 correspondent respectivement a trois 
30 IgGl murines utilisees comme isotype controle d'experience dans chacun des modeles. 
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Figure 9 : Etude de l'effet antitumoral de 1'AcM 7C10 compare a la navelbine 
(vinorelbine) ainsi que de la synergie des deux composes sur la croissance in vivo de la 
ligneeA549. 

Figure 10 : Activite comparee des AcM aIR3, 7C10 et 1H7 sur la proliferation IGF-2 
5 induite des cellules MCF-7. 

Figure 11 : Comparison des AcM 7C10 murin et C7C10 chimerique pour l'inhibition 
de la proliferation IGF1 des cellules MCF-7 in vitro. L'anticorps 9G4 est une IgGl 
murine utilisee comme isotype contrSle d'experience. 

Figure 12 : Efifet compare des AcM 7C10 et h7C10 (humanise 1, not6 ici 7H2HM) sur 
10 le modele in vitro de proliferation IGF1 induite des cellules MCF-7. 

Figure 13 : Effet des AcM 7C10 et h7C10 (humanis6 1, note ici 7H2HM) sur la 
transduction du signal induite par FIGF1. La premiere ligrie de spots correspond a la 
revelation, par un anticorps anti-phosphotyrosine, de la phosphorylation de la chaine p 
immunoprecipitee a partir de cellules incubees en pr6sence d'IGFl seul ou d'IGFl 
15 additions des differents anticorps a tester. Le 9G4 et 1'hIgGl sont respectivement leS 
isotypes controle des formes 7C10 et h7C10 (egalement not6 7H2HM). La seconde 
ligne de spots correspond a la revelation de la chaine P et montre que la quantity 
deposee dans 1' ensemble des puits est parfaitement equivalente. 
Figure 14 : Sequence de l'ADNc (SEQ ID No. 48), de son brin complementaire (SEQ ID 
20 No. 50) et sa traduction en acides amines (SEQ ID No. 49), du fragment de PCR 
amplifie a partir de l'hybridome de souris 7C10 avec les amorces MKV-1 et MKC et 
qui code pour rextremite 3' du peptide leader et 7C10 VL. 

Figure 15 : Sequence de l'ADNc (SEQ ID No. 51), de son brin complementaire (SEQ ID 
No. 53) et sa traduction en acides amines (SEQ ID No. 52), du fragment de PCR 
25 amplifie a partir de l'hybridome de souris 7C10 avec les couples amorces MHV-12 et 
MHC-1, ou MHV-8 et MHC-1 et qui code pour l'extremite 3' du peptide leader et 7C10 
VH. 

Figure 16 : Reconnaissance de l'IGF-1 recepteur par l'anticorps chimerique 7C10, 
egalement denomme C7C10 (sumageant de culture de cellules cos7 transferees). 
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Figure 17 : Comparaison de la sequence en acides amin6s de 7C10 VL de souris (SEQ 
ID No. 54) avec celles d'autres anticorps de souris ayant la plus forte homologie de 
sequence. 

La numerotation des acides amines est celle de Kabat et al. (1991). Les residus 
5 dans les regions charpentes (hors CDRs) qui different entre 7C10 VL et Kabat sous- 
groupe E de souris (SEQ ID No. 57) sont soulign6s. Un point indique que le residu est 
identique a cette position par rapport a la s6quence de 7C10 VL. DRB1-4.3 (SEQ ID 
No. 55) represente la sequence de la chaine legere d'un anticorps de souris anti-human 
MHC CLASS II B-Chain (numero d'acces dans la banque de donnees de Kabat est 
10 N01 1794). C94-5B1 1 'CL (SEQ ID No. 56) represente la sequence de la chaine legere 
d'un anticorps de souris (numero d'acces dans la banque de donnees de Kabat est 
P019314). 

Figure 18 : Comparaison des sequences en acides amines de 7C10 VL de souris (SEQ 
ID No. 54) avec celles de chaines legeres humaines appartenant au sous-groupe H 
15 humain de Kabat (SEQ ID No. 60) et ayant la plus forte homologie de sequence. 

Les sequences en acides amines sont aligndes et comparees avec celle de 7C10 
VL de souris. Un point indique que le residu est identique a cette position par rapport a 
la s6quence,de 7C10 VL. GM607 (SEQ ID No. 58) represente la sequence de la chaine 
legere kappa secretee par la lignee lymphoblastoide humaine GM607 (Klobeck et al., 
Nucleic Acids Res., 12:6995-7006, 1984a et Klobeck et al., Nature, 309:73-76, 1984b, 
le numero d'acces dans la banque de donnees Kabat est N011606). DPK15/A19 (SEQ 
ID No. 59) repr6sente la sequence de la lignee genninale humaine V kappa H. 
Figure 19 : Comparaison des sequences d'acides amines des regions variables des 
chaines legeres (VL) de 7C10 de souris (SEQ ID No. 54), de l'anticorps humain GM 
607 (SEQ ID No. 58) et des deux versions de 7C10 humanisees 1 et 2 (SEQ ID Nos. 61 
et65). 

Les sequences en acides amines sont alignees et comparees avec celle de 7C10 
VL de souris. Un point indique que le residu est identique a cette position par rapport a 
la sequence de 7C10 VL. GM607 repr6sente la sequence de la chaine legere kappa 
30 secrete par la lignee lymphoblastoide humaine GM607 (Klobeck et al., 1984a et 1984b, 
numero d'accfes dans la banque de donn6es Kabat : N01 1606). 
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Figure 20 : Sequence de l'ADNc (SEQ ID No. 62), de son brin complementaire (SEQ ID 
No. 64) et sa traduction en acides amines (SEQ ID No. 63), du gene construit par 
assemblage de novo codant pour le peptide leader et la version humanisee 1 de 7C10 
VL. 

5 Figure 21 : Sequence de l'ADNc (SEQ ID No. 66), de son brin complementaire (SEQ ID 
No. 68) et sa traduction en acides amines (SEQ ID No. 67), du gene construit par 
assemblage de novo codant pour le peptide leader et la version humanisee 2 de 7C10 
VL. 

Figure 22 : Comparison des sequences en acides amines de 7C10 VH de souris (SEQ 

10 ID No. 69) avec celles de chaines lourdes de souris humaines appartenant au sous- 
groupe 1(A) souris de Kabat et ayant la plus forte homologie de sequence. 

La numerotation des acides amines est celle de Kabat et al. i(1991). Les residus 
dans les regions charpentes (hors CDRs) qui different entre 7C10 VH et Kabat sous- 
groupe 1(A) (SEQ ID No. 71) de souris sont soulignes. Un point indique que le residu 

15 est identique a cette position par rapport a la sequence de 7C10 VH souris. AN03'CL 
(SEQ ID No. 70) represente la sequence de la chaine lourde d'un anticorps de souris 
(numero d'acces dans la banque de donnees de Kabat : POO 1289). 
Figure 23 : Comparaison des sequences en acides amines de 7C10 VH de souris (SEQ 
ID No. 69) avec celles de chaines lourdes humaines appartenant au sous-groupe H 

20 humain de Kabat (SEQ ID No. 72) et ayant la plus forte homologie de sequence. 

Les residus soulignes font partie des structures canoniques definies par Chothia 
et al. (1989). Un point indique que le residu est identique a cette position par rapport a la 
sequence de 7C10 VH souris. Human VH FURl'CL (SEQ ID No. 73) represente la 
sequence de la chaine lourde d'un anticorps humain anti-lamin B IgM/K d'origine auto- 

25 immune (Mariette et al., Arthritis and Rheumatism, 36:1315-1324, 1993 ; numero 
d'acces dans Kabat : N020619). Human germline (SEQ ID No. 74) represente la 
sequence de la lignee germinate 4.22 VH IV humaine (Sanz et al., EMBO. J. 8:3741- 
3748, 1989). 

Figure 24 : Comparaison des sequences d'acides amines des regions variables des 
30 chaines lourdes (VH) de 7C10 de souris (SEQ ID No. 69) et des trois versions 
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humanisees par CDR-grafting VH humanis6 1, 2 et 3 (respectivement SEQ ID Nos. 75, 
79et83). 

La numerotation des residus correspond a celle de Kabat Les s6quences sont 
alignees et comparees a celle de 7C10 VH de souris. Un point indique que le residu est 
5 identique a cette position par rapport a la sequence de 7C10 VH souris. 

Figure 25 : Sequence de l'ADNc (SEQ ID No. 76), de son brin complementaire (SEQ ID 
No. 78) et sa traduction en acides amines (SEQ ID No. 77), du gene construit par 
assemblage de novo codant pour le peptide leader et la version humanisee 1 de 7C10 
VH. 

10 Figure 26 : Sequence de l'ADNc (SEQ ID No. 80), de son brin comptementaire (SEQ ID 
No. 82) et sa traduction en acides amines (SEQ ID No. 81), du gene construit par 
assemblage de novo codant pour le peptide leader et la version humanisee 2 de 7C10 
VH. 

Figure 27 : Sequence l'ADNc (SEQ ID No. 84), de son brin complementaire (SEQ ID 
15 No. 86) et sa traduction en acides amines (SEQ ID No. 85), du gene construit par 
assemblage de novo codant pour le peptide leader et la version humanis6e 3 de 7C10 
VH 

Figure 28 : Comparaison de 1'activite de reconnaissance de l'IGF-1 recepteur par 
l'anticorps chimerique 7C10 (denomme "C7C10") et sa version humanisee 1 (7C10 

20 hum 1 ) en ELIS A. 

Figure 29 : Influence sur 1'activite de reconnaissance de l'IGF-1 recepteur des versions 
humanisees 1 et 2 de la chaine legere de l'anticorps 7C10 en ELISA. 
Figure 30 : Comparaison de 1'activite de reconnaissance de l'IGF-1 recepteur par 
l'anticorps chimerique 7C10 et trois versions humanisees de la chaine lourde (7C10 

25 hum 1 , 2 et 3) en association avec 7C1 0 VL humanisee 2 en ELISA. 

Figure 31 : Activite antitumorale de l'anticorps 7C10 dans un modele orthotopique 
A549. 

Figures 32A, 32B, 32C et 32D : Etude de l'ADCC observee au niveau de cellules A549 
et MCF-7 cultivees durant 4 heures en presence de l'anticorps 7H2HM (respectivement, 
30 figures 32C et 32D). L'anticorps h4D5 est utilise en parallele comme temoin positif 
d'experience pour les cellules A549 et MCF-7 (respectivement figures 32A et 32B). 
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Figures 33A, 33B et 33C : Effet des anticorps 7C10 et 7H2HM sur le cycle cellulaire 
des cellules MCF-7. 

La figure 33 A represente la proportion de cellules MCF-7 en phase G0/G1, S et 
G2/M en absence d'IGFl, exprimee en pourcentage de cellules MCF-7 totales observees 
5 significative. 

La figure 33B represente la proportion de cellules MCF-7 en phase G0/G1, S et 
G2/M en pr6sence d'IGFl, exprimSe en pourcentage de cellules MCF-7 totales 
observes. 

La figure 33C represente la proportion de cellules MCF-7 en phase S (■) et 
10 G2/M (□) exprimee en pourcentage de cellules MCF-7 totales observees, en presence 
des composes indiques sur la figure comparee a un temoin controle en absence d'IGFl 
(«0»). 

Figures 34A et 34B : Effet compare des anticorps 7C10 et 7H2HM sur la croissance des 
cellules A549 in vitro (figure 34A) et sur la croissance des cellules MCF-7 in vivo 
15 (figure 34B). 

Figures 35A et 35B : Etude de la synergie de l'anticorps 7H2HM associe a la navelbine 
(NA) sur le modele A549 in vivo, comparee aux temoins de controle. La figure 35A 
represente revolution du volume de la tumeur implantee en fonction du traitement 
effectue a partir du commencement du traitement et sur environ 50 jours (figure 35A). 

20 La Figure 35B represente de maniere particuliere les resultats obtenus pour cette 
Evolution comparee a environ 48 jours. Dans cette figure, les resultats obtenus avec 
l'anticorps 7C10 ont &6 introduits a titre de comparison (les asterisques (*) 
correspondent a la comparaison groupe controle/groupe (7C10 + Na) ou groupe 
contrSle/ groupe (7H2HM + Na) dans un test t). 

25 Figure 36 : Etude de l'effet des anticorps 7C10 et 7H2HM sur l'apoptose. 

Cette figure represente la potentialisation de l'effet de la doxorubicine par les 
anticorps 7C10 et 7H2HM (doxorubicine 2 ug/ml). 

Figures 37A a 37D : Mise en 6vidence par un marquage au FACS de la presence de 
l'EGFR et de 1'IGF-IR a la surface de cellules A549. 

Figure 38 : Effet d'une co-administration des ACM 7C10 et 225 sur la croissance in 
vivo de la tumeur A549. 
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Figure 39 : Effet d'une co-administration des ACM 7C10 et 225 sur la survie de souris 
implantees en orthotopique avec des cellules A549. 

Figures 40A et 40B : Mise en evidence de l'inhibition de la tyrosine-phosphorylation de 
la chaine beta de l'IGF-IR et de 1'1RS-1 par les ACM 7C10 et 7H2HM. 
5 Figure 41 : Mise en evidence de l'induction de l'internalisation de l'IGF-IR par les 
ACM7C10et7H2HM. 

Figures 42A a 42C : Mise en evidence de la degradation de l'IGF-IR par les ACM 7C10 
et 7H2HM. 

10 Exemplel. Generation et selection de l'anticorps monoclonal (AcM) murin. 

Dans le but de generer des AcM diriges specifiquement contre l'IGF-IR et ne 
reconnaissant pas l'IR un protocole comprenant 6 etapes de criblage a ete envisage. 
H consistait a : 

- immuniser des souris avec l'IGF-IR recombinant, pour generer des hybridomes, 
15 - cribler les surnageants de culture par ELISA sur la proteine recombinante ayant 

servi a 1' immunisation, 

- tester tous les surnageants d'hybridomes positifs en ELISA sur le recepteur 
natif surexprime a la surface de cellules tumorales MCF-7, 

- 6valuer les surnageants d'hybridomes positifs dans les deux premiers criblages 
20 en terme de reconnaissance differentielle de l'IGF-IR et de l'IR sur des cellules 

d'insectes infectees avec des bacuUovirus exprimant respectivement l'IGF-IR ou l'IR, 

- verifier que les anticorps selectionnes a cette etape etaient capables d'inhiber in 
vitro la proliferation IGF1 induite des cellules MCF-7, 

- s'assurer de l'activite in vivo, chez la souris nude du candidat retenu en terme 
25 d'impactsurlacroissancedelatumeurMCF-7. 

L'ensemble de ces differentes etapes et des resultats obtenus sera brievement 

decrit ci-aprfes dans l'exemple 1. 

Pour l'etape d'immunisation, des souris ont ete injectees deux fois, par voie 
sous-cutanee avec 8 ug d'IGF-IR recombinant. Trois jours avant la fusion des cellules 
30 de la rate avec les cellules du myelome murin Sp20Agl4, les souris ont ete stimulees 
par une injection intra-veineuse de 3 ug du r6cepteur recombinant Quatorze jours apres 
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la fusion, les surnageants d'hybridomes ont 6te cribles par ELISA, sur des plaques 
sensibilis<§es par l'IGF-IR recombinant. Les hybridomes dont les surnageants ont 6t6 
trouvSs positifs ont 6t6 consents et amplifies avant d'etre test& au FACScan afin de 
verifier que les anticorps produits dtaient 6galement capables de reconnaitre l'IGF-IR 

5 natif. Pour ce faire, des cellules MCF-7 issues d'une tumeur du sein estrogene 
dependante et surexprimant l'IGF-IR ont 6t6 incubees avec chacun des surnageants de 
culture produits par les hybridomes selectionn&s en ELISA. Les complexes r&epteur 
natiff AcM k la surface de la cellule ont &6 r6v<§16s par un anticorps secondaire anti- 
espece coupte k un fluorochrome. Les figures 3A k 3C montrent un histogramme type 

10 obtenu avec le sumageant de 1'hybridome 7C10 (figure 3C) compart k un marquage 
cellules seules + anticorps secondaire (figure 3 A) ou k un marquage utilisant un isotype 
controle (figure 3B). 

A ce stade de la selection, seuls les hybridomes s6cr&ant des AcM reconnaissant 
k la fois le r&epteur recombinant et le r6cepteur natif ont 6te s61ectionn& et clones. Les 

15 AcM secretes par ces hybridomes ont 6t6 produits puis purifies avant d'etre testes au 
FACScan, selon la m&hode dScrite ci-dessus, sur des cellules d'insectes Sf9 exprimant 
l'IGF-IR ou l'IR afin d'^liminer les hybridomes reconnaissant k la fois les deux 
r^cepteurs. La figure 4A montre un recouvrement total des histogrammes 1, 2, 3 
correspondant respectivement aux cellules non infectSes + anticorps secondaires (1),. 

20 aux cellules non infecttes marqu6es par l'cdR3 + anticorps secondaires (2) et aux 
cellules non infectfes marquees par un anticorps anti-IR + anticorps secondaires (3). Ce 
premier r&mltat montre bien Tabsence d'IGF-IR et d'IR d6tectables k la surface de ces 
cellules d'insecte non infectees. La figure 4B montre un marquage de cellules infectfies 
par un bacullovirus exprimant l'IGF-IR. Dans cette seconde figure l ? otIR3, utilise 

25 comme t&noin positif, marque bien corame attendu les cellules (pic 2), alors que 1'anti- 
IR (pic 3) se superpose au pic de cellules seules. Enfin, en figure 4C, il est montr6 que 
l'anti-IR marque bien comme attendu les cellules Sf9 exprimant FIR (pic 3), mais de 
mantere inattendue, l'aIR3 d^crit dans la litterature comme sp&ifique de l'IGF-IR, 
semble reconnaitre Sgalement l'IR (pic 2). 

30 Les nSsultats obtenus dans ce troisteme systeme de criblage sont r6sum6s dans le 

tableau 1 et montrent la gyration d'un AcM : le 7C10, satisfaisant aux critferes de 
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reconnaissance de l'IGF-IR et de non reconnaissance de TIR. L'isotypage de 1'AcM 
7C10 a montre qu'il s'agissait d'une IgGl. 

TABLEAU 1 : ReactivitS comparee d'AcM 7C10 sur des cellules d'insectes Sf9 
exprimant l'IGF-IR ou 1'ER 





MFI 

(Movenne de I'intensite de fluorescence) 




Cellules non infectees 


Cellules IGF1R + 


Cellules IR + 


Cellules 
Anti-IR 
Antl-IGF-IR(alR3) 
EC2 

Anti-souris FITC 
Milieu UltraCulture 


8 

4.6 
9 
8 

4.3 
9 


8 
9 
35 
13 
9 
10 


7 

91 

32 

11 

13 

11 


15B9 
9F5D 
13G5 
7C10 


7.5 
8 

7.8 
8.6 


25 
41 
37 
49 


77,8 
40 
24 

13 



Les deux derniers criblages prevus pour la selection de 1'AcM consistaient a 
verifier que ce dernier etait bien capable d'inhiber la proliferation cellulaire induite par 
l'IGF-1 in vitro et in vivo sur la lign6e cellulaire MCF-7. 

10 Pour la selection in vitro, les cellules MCF-7 ont ete ensemencees, deprives en 

serum de veau foetal, puis incubees en presence de concentrations croissantes d'IGF-1 
(de 1 a 50 ng/ml) en presence ou en absence de l'anticorps 7C10 a tester additionne a 
une concentration finale de 10 ug/ml. Dans cette experience, 1'AcM commercial aIR3 a 
£te introduit comme temoin positif et 1'AcM 7G3 (isole parallelement au 7C10 et 

15 reconnaissant faiblement le recepteur natif (MFI au FACS de 50 compare a 200 pour 
1'ACM 7C10)) comme isotype controle. La proliferation cellulaire est estim£e par suivi 
au compteur p de l'incorporation de thymidine tritiee par les cellules. Les resultats sont 
exprim6s en index de proliferation. Les donnees presentees dans la figure 5 montrent 
que l'IGFl est capable de stimuler de facon dose dependante la proliferation des cellules 

20 MCF-7. L'AcM cdR3, utilise comme contr&le positif inhibe completement la 
proliferation des cellules MCF-7 induite par l'IGF-1. De la meme maniere, 1'AcM 7C10 
est capable d'inhiber significativement la croissance des cellules MCF-7 induite par 
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l'IGF-1. Enfin, 1'AcM 7G3 utilise comme controle isotypique s'avere bien, comme 
attendu, sans effet sur la croissance cellulaire tumorale in vitro de la cellule MCF-7. 

La selection in vivo a ete effectuee dans un modele de tumeur etablie. Pour ce 
faire, des souris nudes ont recu un implant sous-cutane d'estrogene a liberation lente, 
indispensable a la prise de la tumeur dans un modele murin. Vingt quatre heures apres 
implantation des estrogenes, 5.10 6 cellules MCF-7 sont greffees sur le flanc droit de la 
souris en sous-cutane. Cinq jours apres cette greffe cellulaire les tumeurs sont 
mesurables et des lots de 6 souris sont constitues au hasard. Le traitement des souris est 
effectue deux fois par semaine, durant 5 a 6 semaines, a la dose de 250 ug/dose/souris. 
Dans le groupe controle, les souris sont traitees de la menie facon avec un isotype 
controle murin. Les resultats presentes dans la figure 6A montrent une inhibition tres 
significative de la croissance tumorale induite par l'anticoips 7C10. Cette activity est 
particulierement inattendue si Ton se refere aux donnees disponibles concemant l'oIR3, 
toujours utilise comme reference dans le domaine du recepteur a 1'IGFl, et connu pour 
15 n'avoir aucune activit6 in vivo sur la croissance des tumeurs estrogenes dependantes 
(voir figure 6B). De meme, compare aux resultats obtenus avec l'anticorps recombinant 
scFv-Fc derive de 1'AcM murin 1H7 (voir figure 6C), 1'AcM 7C10 est beaucoup plus 
eflBcace dans l'inhibition in vivo de la croissance des cellules MCF-7. 
Exemple 2. Comparaison de I'effet du 7C10 et du tamoxifen sur la croissance in 
20 vivo de la tumeur MCF-7 

Dans le but de determiner la puissance du traitement par Fanticorps 7C10 dans le 
cadre du cancer du sein estrogene dependant, le 7C10 a et<§ compare au tamoxifen 
compos6 couramment utilise pour le traitement du carcinome mammaire dans le cadre 
des formes evoluees avec progression locale et/ou m6tastatiques et dans le cadre de la 
25 prevention des recidives (voir VIDAL 2000, pages 1975-1976). 

Dans les cancers du sein hormono-d6pendants, il existe une correlation 
significative entre l'expression des recepteurs aux estrogenes (ER) et celle de l'IGF-IR 
(Sunnacz E. et al., Breast Cancer Res. Treat., Feb., 47(3):255-267, 1998). Par ailleurs, il 
semble que les estrogenes (E2) agissent en synergie avec 1'IGFl (parfois note IGF-I ou 
30 IGF1) pour stimuler la proliftration cellulaire. H a en effet et6 montre quhm traitement 
par E2 augmentait d'environ 10 fois le taux de mRNA de l'IGF-IR ainsi que le niveau 
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d'expression'de la proline (Lee A.V. et al., Mol. Endocrinol., May, 13(5):787-796, 
1999). Cette augmentation se traduit par une augmentation significative de la 
phosphorylation de l'lOF-K. De plus, les E2 stimulent significativement l'expression 
de l'IRS-1 ("IRS-l" pour "Insulin Receptor Substrat-1") qui est l'un des substrats de 
5 1'IGF-IR phosphoryl6. 

Le tamoxifen est largement utilise depuis plusieurs annees en hormonotherapie 
pour le traitement des patientes atteintes de cancers de sein E2-dependants (Forbes J.F., 
Semin. Oncol., Feb., 24 (l.Suppl.l):Sl-5-Sl-19, 1997). Cette molecule entre en 
competition avec l'estradiol et inhibe la fixation de celui-ci a son recepteur (Jordan 
10 V.C., Breast Cancer Res. Treat, 31(l):41-52, 1994). II a par ailleurs etc demontre que le 
tamoxifen est capable d'inhiber la proliferation IGF-IR dependante en inhibant 
1'expression du recepteur et sa phosphorylation (Guvakova M.A. et al. Cancer Res, 
July 1, 57(13):2606-2610,1997). L' ensemble de ces donnees semble indiquer que 1'IGF- 
IR est un important mediateur de la proliferation induite par l'interaction E2/ER. 
15 L'utilisation a long terme du tamoxifen 6tant associee avec une augmentation 

significative du risque de cancer de l'endometre (Fisher et al, J. of National Cancer 
Institute, 86,7:527-537, 1994 ; VIDAL 2000, 1975-1976) et de recidive collateral de 
cancer du sein E2 independants (Li CI. et al, J Natl. Cancer Inst, July 4, 93(13):1008- 
1013, 2001). Dans ce contexte, une comparaison de l'effet antitumoral in vivo de 
20 l'anticorps 7C10 et du tamoxifen a et6 effectu6e sur le modele MCF-7 afin de 
determiner la part de l'activite liee a l'JGF-IR dans la proliferation ER m6diee. Pour ce 
faire, 7.10 6 cellules MCF-7 ont et6 implantees en sc (sous-cutanee) chez des souris 
nude, 24 heures apres implantation chez ces memes souris d'un granule d'estradiol a 
Uberation prolongee (0,72 mg/comprime libere sur 60 jours), indispensable a 
25 1'etabUssement de toute tumeur humaine E2 d6pendante chez cette espece animale. Cinq 
jours apres cette implantation, les tumeurs sont mesurees et des groupes de 6 souris 
constiruds. Ces groupes sont respectivement traites avec 1) l'anticorps 7C10 inject* en 
ip (intra peritondal) a raison de 250 ug/souris, 2 fois par semaine, 2) 10 ^g de tamoxifen 
repris dans en PBS contenant 3 % hydroxypropyl-ceUulose (HPC) ip ou 3) le solvant 
30 dans lequel est repris le tamoxifen (hydroxypropyl cellulose). Le tamoxifen est 
administre quotidiennement pendant 4 semaines except le week-end. Les souris traitees 
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avec l'ACM 7C10 recoivent <§galement quotidiennement une injection de PBS 3 % 
HPC. Une etude a prealablement ete eflectuee pour verifier que le solvant seul est sans 
influence sur la croissance tumorale. 

Les resultats presented dans la figure 7 montrent que l'ACM 7C10 est capable 

5 d'inhiber significativement la croissance de la tumeur MCF-7 in vivo (les asterisques (*) 
correspondent a la comparison groupe controle/groupe 7C10 dans un test t). De facon 
surprenante, 1'anticorps 7C10 semble etre significativement plus efficace que le 
tamoxifen pour l'inhibition de la croissance tumorale (les ronds (°) correspondent a la 
comparaison groupe Tamoxifen/groupe 7C10 dans un test t) suggerant que ce type de 

10 traitement par ACM puisse se substituer au traitement par le tamoxifen. 

Exemple3. Mise en evidence de l'activite antirumorale de 1'AcM 7C10 in vivo 
sur des tumeurs humaines de differentes origines 

a) Activity in vivo de 1'anticorps 7C10 dans trois modeles tumoraux 

Afin de generaliser l'activite de 1'anticorps 7C10 a d'autres tumeurs exprimant le 
15 recepteur k 1'IGFl, le 7C10 a ete test6 in vivo dans un modele de tumeur de la prostate 
androgene independent DU145 (egalement not6 DU-145), dans un modele 
d'osteosarcome SKES-1 et dans un modele de tumeur du poumon non a petites cellules 
A549. Le protocole est comparable a celui decrit ci-dessus pour MCF-7 et les resultats 
presented figures 8A a 8C montrent une activity significative de cet ACM dans les 3 
20 modeles tumoraux. L'activite observee dans le modele de tumeur de la prostate est a 
noter tout particulierement dans la mesure ou la simple chaine scFv de l'ACM 1H7 est 
sans activity dans un modele de tumeur de la prostate androgene independante (Li et al., 
2000). 

b) Activity in vivo de 1'anticorps 7C10 dans un modele orthotopique A549. 

25 Les modeles de xenogreffe classique comme decrit ci-dessus ne permettent pas 

l'etude des drogues sur la dissemination metastatique. En effet, les tumeurs implantees 
en s.c. (sous-cutan6) restent localisees au site d'injection et ne sont done pas reellement 
le reflet de la situation chez l'homme. Afin d'evaluer notre anticorps dans un modele 
plus proche de la realite, les cellules A549 ont ete implantees en localisation intra 

30 pleurale. Ce modele, bien decrit (Clin. Cancer Res. 2000 Jan; 6(1): 297-304) pennet 
d'observer une dissemination metastatique proche de celle observee chez l'homme avec 
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des metastases mddiastinales, pulmonaires cardiaques et vert6brales. Dans l'etude qui a 
ete effectuee, 10 6 cellules A549 ont 6te injectees en intra pleurale chez des souris nudes 
femelles. 7 jours apres l'implantation, les souris ont 6te reparties en 2 lots de 22. L'un 
de ces lots a regu une dose d'appel de 500 ug/souris et a ensuite ete trait* deux fois par 
5 semaine a raison de 250 ug de 7C10/dose. Le second lot a ete traits selon le meme 
schema avec l'isotype controle 9G4. La figure 31 montre un delai significatif de la 
survie chez les souris traitees avec 1'ACM 7C10 indiquant que cet anticorps est capable 
d'avoir une action sur la dissemination m&astatique. 

Exemple 4. Comparaison de 1'AcM 7C10 avec la navelbine in vivo ; effet d'une 
10 co-administration des deux traitements 

La navelbine est un compose de chimiotherapie indique dans le cancer du 
poumon non a petites ceUules et dans le cancer du sein metastatique. L'etude 
comparative du 7C10 et de la navelbine et la synergie eventuelle entre les deux produits 
a ete etudiee sur le modele tumoral A549. Pour cette 6tude 5.1 0 6 ceUules A549 ont et6 

15 greffees en sous-cutane sur le flanc droit de la souris. Cinq jours apres la greffe 
cellulaire, les tumeurs sont mesurables et les traitements avec 1'AcM et/ou la navelbine 
sont commences. La dose d'AcM est toujours de 250 ug/dose/souris, deux fois par 
semaine, en mta-peritoneale. Concemant la navelbine, elle sera administr^e a la dose 
maximale tol^e par la souris soit 10 mg/kg, en intra-peritoneale. Pour ce traitement 

20 trois injections seront effectuees a 7 jours d'intervalle. Lors des (^-administrations, les 
deux produits sont melanges avant injection. 

Les resultats presents dans la figure 9 montrent de fafon surprenante que, dans 
ce modele, l'anticorps 7C10 est aussi actif que le traitement classique par la navelbine. 
Une synergie tres significative des deux produits est egalement observe avec cinq 

25 souris sur sept ne presentant pas de tumeurs mesurables a J72. 

Exemple 5. Etude de l'inhibition in vitro de la croissance IGP2 induite des 
tumeurs MCF-7 

Comme signale prec^demment, l'IGF-IR est surexprime par de nombreuses 
tumeurs mais il a ete decrit par ailleurs que dans une bonne partie des cancers du sein et 
30 du colon notamment, le signal de proliferation est donn£ a ce recepteur via TIGF2 
(parfois not6 IGF-H ou IGFII). D est done primordial de s'assurer que 1'AcM 7C10 est 
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egalement capable d'inhiber la croissance IGF2 induite sur la tumeur MCF-7 in vitro. 
Pour ce faire, des cellules ont ete ensemencees en plaque 96 puits, deprivees de serum 
de veau foetal et stimulees par l'addition de 200 ng d'IGF2 par ml final de milieu, en 
presence et en absence des AcM a tester introduits k une concentration de 10 ug/ml. Les 

5 resultats presentes dans la figure 10 montrent que l'IGF2, comme l'IGFl stimule 
significativement la croissance des cellules MCF-7. L'addition d'un isotype contrdle, le 
9G4 reste sans effet sur cette stimulation. Comme deja decrit par De Leon et al. (Growth 
Factors, 6:327-334, 1992), aucun effet n'est observd lors de l'addition de 1'AcM aIR3. 
En revanche, le 7C10 inhibe totalement la croissance induite par l'IGF2. Son activite est 

1 o significativement meilleure que celle du 1H7. 

Exemple6. Activite biologique des anticorps 7C10 chimeriques (C7C10) et 
humanises (h7C10) 

a) Comparaison 7C10/C7C10 et 7C10/h7C10 sur le modele MCF-7 in vitro 

La forme chimerique de 1'AcM 7C10 et la forme humanisee 1 (notee ici 
15 7H2HM) purifiee ont et6 testees in vitro dans le modele MCF-7 comme decrit ci-dessus. 
Les resultats pr6sent6s respectivement dans les figures 11 et 12 montrent que ces deux 
formes ont parfaitement conserve leurs propri6tes d'inhiber la croissance IGF1 induite 
de la tumeur MCF-7. 

b) Effet compare des AcM 7C10 eth7C10 sur la transduction du signal induitpar la 
20 fixation de l'IGFl k son r6cepteur. 

L'activite d'inhibition de la croissance IGF1 induite in vitro sur la lignee MCF-7 
devrait etre la traduction d'une inhibition de la transduction du signal medie par l'IGFl 
lore de la fixation de 1'AcM 7C10 au recepteur. Afin de verifier cette hypothese, des 
cellules MCF-7 ont ete incubees avec ou sans IGF1, en presence ou en absence des 

25 anticorps a tester. Apres un temps court d'incubation, les cellules ont ete lysees, la 
chaine p iinmunoprecipitee et la phosphorylation de cette sous unite estimee k l'aide 
d'un anticorps antiphosphotyrosine kinase. Les resultats presentes dans la figure 13 
montrent que la fixation du 7C10 ou du h7C10 inhibent significativement la 
phosphorylation de la sous unite p de l'IGF-IR contrairement a un anticorps irrelevant 

30 murin (9G4) ou humain (not6 IgGl sur le schema). 

c) Implication de l'anticorps 7H2HM dans les mecanismes d'ADCC 
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L'inhibition de la transduction du signal decrite ci-dessus dans le paragraphe b) 
est le principal mecanisme d'action implique dans l'activit6 biologique des anticorps 
7C10 et 7H2HM. D est cependant probable que lors de son adrninistration chez 
l'homme, l'anticorps 7H2HM, d'isotype IgGl, soit capable d'induire une lyse cellulaire 
5 par un mecanisme de type ADCC (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity). Afin de 
verifier ce point, des cellules NK (Natural Killer) provenant du sang peripherique de 
donneurs humains sont mises en presence de cellules A549 ou MCF-7 prealablement 
incubees 4 heures avec de 10 ug d'anticorps 7H2HM pour 5.10 5 cellules et, marquees 
au 51 Cr (50 ug). Dans cette exp6rience l'herceptin (notee sur les figures 32A et 32B h 
10 4D5) est utilisee comme temoin positif d'experience. Les figures 32A k 32D montrent 
que, comme attendu, l'herceptin induit une ADCC significative sur les deux cellules 
A549 et MCF-7 (voir respectivement les figures 32A et 32B). Le 7H2HM est egalement 
capable d'induite une ADCC sur les cellules A549 (voir figure 32C), mais ce 
phenomene est de moindre amplitude sur les cellules MCF-7 (voir figure 32D). 
15 d) Effet des anticorps 7C10et7H2HM sur le cycle cellulaire 

L'inhibition de la croissance cellulaire observ6e in vitro sur la lignee MCF-7 
devrait se traduire par un effet sur le cycle cellulaire. Afin de repondre a cette question 
4.10 5 cellules sont ensemencees en plaque 6 puits. 24 heures apres ensemencement, le 
serum de veau est enleve et l'IGFl ajoute en presence ou en absence des anticorps a 
20 tester. Apres 24 heures d'incubation, les cellules sont recuperees pour l'etude du cycle 
cellulaire. La figure 33B met en evidence l'effet de l'IGFl sur l'entree en cycle et la 
croissance des cellules MCF-7 ceci compare a l'entree en cycle et la croissance des 
cellules MCF-7 en absence d'IGFl (voir figure 33A). Apres addition du facteur de 
croissance une diminution significative de la phase G0/G1 (de 88,2 % a 56,3 %) au 
25 profit des phases S (de 7,8 % a 3 1 %) et G2/M (de 4 % a 12,7 %) est observee. Lors de 
l'addition des anticorps 7C10 et 7H2HM (voir figure 33C), une inhibition significative 
de l'entree en cycle est observee. II est a noter que l'anticorps murin et son homologue 
humanise ont une activite comparable sur le cycle cellulaire. L'oJR3, introduit comme 
temoin positif semble 16gerement moins actif que le 7C10 et le 7H2HM dans ce test 
30 L'anticorps 9G4 utilise comme isotype contr61e est sans effet sur le cycle cellulaire. 

e) Activite comparee in vivo des anticorps 7C1 0 et 7H2HM sur le modele A549 
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Afin de confinner r activity de l'anticorps humanist 7H2HM in vivo, ce dernier a 
ete compare au 7C10 dans le modele de tumeur du poumon non k petites cellules A549. 
Cette experience a &e effectu^e exactement comme decrit ci-avant excepte la dose 
d'anticorps qui est de 125 ng/dose deux fois par semaine au lieu de 250 jig/dose deux 

5 fois par semaine et ce du fait de la non disponibilite de fortes quantity de 7H2HM. 
L'anticoips 9G4 a ete utilise comme controle isotypique pour le 7C10 ,et une 
immunoglobuline humaine irrelevante d'isotype IgGl (ci apr£s denommee HIgGI) a ete 
utilisee comme controle pour l'anticorps humanise 7H2HM. 

La figure 34A montre qu'il n'y a pas de differences significatives entre les 

10 courbes contrSles 9G4 et fflgGl. Comme attendu, une inhibition significative de la 
croissance tumorale est observte avec l'anticorps murin 7C10. Concernant l'anticorps 
humanise 7H2HM, l'activite observde est exactement de la meme intensity que celle 
observ^e avec sa contrepartie murine. Cette donn6e, additionnee aux observations 
decrites ci-avant in vitro, indique que l'humanisation n'a pas modify les proprietes de 

15 l'anticoips g6n6r6. D'autre part, dans les modules de xenogreffe chez la souris, 1'activite 
de l'anticoips humanist semble etre integralement li£e & un m^canisme d'inhibition de 
la transduction du signal. En effet si une part ADCC etait en jeu dans 1'inhibition de la 
croissance tumorale chez la souris Nude, une difference devrait etre observde entre 
l'activite des anticorps murins et humanisms. 

20 Une experience in vivo a egalement ete effectuee sur le modele de tumeur du 

sein MCF-7 et montre que, comme attendu, l'anticorps 7H2HM est parfaitement 
comparable & l'anticorps murin 7C10 pour 1'inhibition de la croissance de cette tumeur 

in vivo (figure 34B). 

f) Mise en evidence d'une synergie entre le 7H2HM et la navelbine 
25 Le protocole decrit dans l'exemple 4 a ete repris dans le but de reproduce les 

resultats obtenus avec le 7C10 avec sonhomologue humanise : l'anticorps 7H2HM. 

Les resultats presentes aux figures 35A et 35B montrent que, comme dans le cas 
du 7C10, une synergie significative est mise en evidence entre l'anticorps humanise 
7H2HM et la navelbine. 
30 g) Effet des anticorps 7C10 et 7H2HM sur l'apoptose des cellules MCF-7 in vitro 



WO 03/059951 



48 



PCT/FR03/00178 



Comme indique ci-avant, l'IGF-IR est capable de conferer une protection contre 
I'apoptose lorsqu'il est surexprime a la surface des cellules. Par ailleurs il a ete montre 
dans ces exemples que les anticorps 7C10 et 7H2HM etaient capable de potentialiser un 
compose actif en chimiotherapie. Afin de tester le pouvoir des anticorps 7C10 et 

5 7H2HM a induire I'apoptose, et d'expliquer en partie leur potentiel de synergie avec la 
chimiotherapie, des experiences ont ete menees sur les ceUules MCF-7 en presence ou 
en absence de doxorubicine, un medicament connu pour induire I'apoptose de cette 
lignee ceUulaire in vitro. Dans ces experiences, les cellules MCF-7 sont ensemencees a 
2.10 4 /cm 2 en bbite de Petri et cultivees 24 h dans du RPMI sans rouge de phenol 

10 supplement* avec 10% de serum de veau foetal (SVF). Les cellules sont ensuite lavees 2 
fois avec du PBS et remises en culture dans du milieu a 0 % SVF. Un temps 
d'adaptation de 10 minutes a 37°C leur est laisse avant l'ajout des anticorps a lOug/ml. 
Apres 10 minutes supplementaires a 37°C, on ajoute au milieu de culture 1'IGF-I 
recombinant (Sigma) a une concentration finale de 50 ng/ml. Les cellules sont a 

15 nouveau laissees a 37°C pendant une heure pour permettre la fixation des anticorps et de 
1'IGF-I. Pnfi", la doxorubicine (Sigma) est ajoutee au milieu de culture a 2ng/ml et les 
cellules sont incubees 24 heures a 37°C. 

Les experiences ont egalement ete menees avec la navelbine a une concentration 

de 10 ng/ml. 

20 L'analyse de la viabUhe ceUulaire est effectuee par analyse au cytometre de flux 

apres marquage a l'annexine V-FITC (20 min, 4°C) et DAPI (2ug/ml). Le pourcentage 
de ceUules mortes considere est la population marquee Annexine + / DAPI +. 
L'anticorps 5C2 est utilise comme isotype contrdle. 

Les resultats representes a la figure 36 montrent que la doxorubicine induit une 

25 apoptose chez 8 % des ceUules MCF-7. Lorsque les ceUules sont traitees conjointement 
avec l'anticorps 7C10 et la doxorubicine une augmentation significative de la mort 
ceUulaire est observee. Un meme effet est montre avec l'anticorps 7H2HM. Le meme 
type de resultats a &6 observe lorsque l'anticorps est associe a la navelbine. 
Exemple 7. Strategic de clonage des genes codant pour les regions variables des 

30 chaines lourde et lfigire de l'anticorps monoclonal (AcM) 7C10 



WO 03/059951 



PCT/FR03/00178 



49 



L'ARN total a 6t6 extrait a partir de 10 7 cellules d'hybridomes secretant 
l'anticorps 7C10 en utilisant le TRI REAGENT™ (selon les instructions donneespar le 
foumisseur, SIGMA, T9424). Le premier brin de cADN a et6 synthetise a l'aide du kit 
'First strand cDNA synthesis' d'Amersham-Pharmacia (#27-9261-01, selon les 

5 instructions donnees par le foumisseur). Pour les deux chaines, la reaction a ete amorcee 
avec ^oligonucleotide Not I-d(T)l 8, compris dans le Kit. 

L'hybride cADN : mARN ainsi obtenu a ete utilise pour l'amplification par PCR 
des genes codant pour les chaines lourde et legere de 1'AcM 7C10. Les PCR ont ete 
realisees en utilisant une combinaison d' oligonucleotides specifiques pour les chaines 

10 lourdes et leg&res (Kappa) des immunoglobulines de souris. Les amorces correspondant 
aux extremites 5' s'hybrident dans la region correspondant aux peptides de signal 
(Tableau 2 pour chaines lourdes, Tableau 3 pour chaines legeres). Ces amorces ont 6t6 
compilees a partir d'un grand nombre de s6quences d'anticorps de souris trouvees dans 
les banques de donn6es (Jones ST. et al., Bio/Technology 9:88-89, 1991). Les amorces 

15 correspondant aux extremites 3' s'hybrident dans les regions constantes des chaines 
lourdes (domaine CHI de la sous classe IgGl, non loin de la jonction V-C, amorce 
MHC-1 Tableau 4) et l&gtres (domaine Kappa non loin de la jonction V-C, amorce 
MKC Tableau 4). 

20 TABLEAU 2 : Amorces oligonucteotidiques pour la region 5' des domaines 
variables des chaines lourdes d'immunoglobuline de souris (MHV) ("MHV" pour 
"Mouse Heavy Variable") 



MHV-1: 5' ATGAAATGCAGCTGGGTCATSTTCTT 3' 

25 MHV-2: 5' ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT 3' 

MHV-3 : 5' ATGAAG WTGTGGTTAAACTGGGTTTT 3' 

MHV-4 : 5' ATGRACTTTGGGYTCAGCTTGRT 3' 

MHV-5 : 5' ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTT 3' 

MHV-6 : 5' ATGGCTGTCYTRGSGCTRCTCTTCTG 3' 

30 MHV-7: 5' ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT 3' 

MHV-8 : 5' ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG 3' 



(SEQIDNo. 13) 
(SEQ ED No. 14) 
(SEQIDNo. 15) 
(SEQIDNo. 16) 
(SEQIDNo. 17) 
(SEQIDNo. 18) 
(SEQIDNo. 19) 
(SEQIDNo. 20) 
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MHV-9: 5' ATGGMTTGGGTGTGGAMCTTGCTATT 3' (SEQIDNo.21) 

MHV-10 : 5' ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCT 3' (SEQ ID No. 22) 

MHV-1 1 : 5' ATGGATTTTGGGCTGATTTTTI 1 1A1TG 3' (SEQ ID No. 23) 

MHV-12 : 5' ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT 3' (SEQ ID No. 24) 
5 NB KEY : R=A/G, Y=T/C, W=AT, K=T/G, M=A/C, S=C/G. 

TABLEAU 3 : Amorces oligonucleotidiques pour la region 5' dcs domaines 
variables des cbaines kappa Qegeres) d'immunoglobuline de souris (MKV) 
("MKV" pour "Mouse Kappa Variable") 



10 



15 



MKV-1 : 5' ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT 3' (SEQ ID No. 25) 

MKV-2 : 5' ATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGT 3' (SEQ ID No. 26) 

MKV-3 : 5' ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCT 3' (SEQ ID No. 27) 

MKV-4 : 5' ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGG 3' (SEQ ID No. 28) 

MKV-5: 5' ATGGATTTWCAGGTGCAGATTWTCAGCTT 3' (SEQ ID No. 29) 

MKV-5A : 5' ATGGATTTWCARGTGCAGATTWTCAGCTT 3' (SEQ ID No. 30) 



MKV-6 : 5' ATGAGGTKCYYTGYTSAGYTYCTGRG 3' 
MKV-7: . 5' ATGGGCWTCAAGATGGAGTCACA 3' 
MKV-8 : 5' ATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAAT 3' 
20 MKV-9 : 5' ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTT 3' 
MKV-1 0 : 5' ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTC 3' 
MKV-1 1 : 5' ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTT 3' 
MKV-12A : 5' ATGRAGTYWCAGACCCAGGTCTTYRT3' 
MKV-12B: 5' ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT 3' 
25 MKV-13: 5' ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT 3' 
NB KEY : R=A/G, Y=T/C, W=AT, K=T/G, M=A/C, S=aG. 



(SEQ ID No. 31) 
(SEQ ID No. 32) 
(SEQ ID No. 33) 
(SEQ ID No. 34) 
(SEQ ID No. 35) 
(SEQ ED No. 36) 
(SEQ ID No. 37) 
(SEQ ID No. 38) 
(SEQ ID No. 39) 
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TABLEAU 4 : Amorces oligonucleotidiques pour les extremites 3' des genes Vfl et 
Vj_, de souris 

Chaine legere (MKC) : 

5 5* ACTGGATGGTGGGAAGATGG 3' (SEQIDNo.40) 

Region constante du domaine Kappa de souris : 

ADAAPTVSIFPPSS (SEQIDNo.41) 

GCT GAT GCT GCA CCA ACT GTA TCC ATC TTC CCA CCA TCC AGT (SEQIDNo.42) 

II III III III III Ml III 

10 (MKC) CC ATC TTC CCA CCA TCC AGT (SEQ ID No. 43) 

Chaine lourde (MHC- 1) 

5' CCAGTGGATAGACAGATG 3* (SEQIDNo.44) 

Domaine CHI de gamma-1 de souris (sous-classe IgGl) : 

XKTIPPSVYPL • (SEQIDNo.46) 

15 GCC AAA ACG ACA CCC CCA TCT GTC TAT CCA CTG (SEQIDNo.45) 

III III Ml Ml III Ml Ml ™ mM A * 

(MHC-1) CCC CCA TCT GTC TAT CCA CTG (SEQIDNo.47) 

Exemple 8. Sequences des immunoglobulines donees a partir de rhybridome de 

20 souris 7C10 

En suivant la strategie d'amplification decrite ci-dessus, des produits de PCR 
correspondant aux regions variables des chaines lourde (VH) et legere (VL) ont 6te 
clones en utilsant le « pGEM®-T Easy Vector Systems » (Promega). Pour 7C10 VL, des 
produits de PCR ont ete obtenus avec l'amorce MKC en combinaison avec les amorces 

25 MKV1 et MKV2. Pour 7C10 VH, des produits de PCR ont 6t6 obtenus avec l'amorce 
MHC-1 en association avec les amorces MHV8 et MHV12. Un sequencage approfondi 
des produits de PCR clones dans les vecteurs pGEM-T easy a revete deux sequences 
differentes pour la chaine legere et une sequence unique pour la chaine lourde. 

a) Region variable isolee a partir de l'oligo MKV1 

30 La sequence d'ADN obtenue est caractenstique d'une region variable d'lg 

fonctionnelle. Cette nouvelle sequence est done pr6sumee &re celle codant pour 7C10 
VL. Les sequences ADN (SEQ ID Nos. 48 et 50) et acides amines (SEQ ID No. 49) du 
cDNA codant pour 7C10 VL sont representees a la figure 14. 

b) Region variable isolee a partir de l'oligo MKV2 

35 Le gene codant pour cette chaine legere provient d'un transcrit de mRNA 

aberrant qui est present dans tous les partenaires de fusion standard derives de la tumeur 
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originelle MOPC-21 dont fait parti le myeiome de souris Sp2/Oagl4 qui a ete utilis6 
pour produire l'hybridome 7C10. Cette sequence comporte une recombinaison aberrante 
entre les genes V et J (deletion de quatre bases nucleotidiques entrainant un changement 
du cadre de lecture) et une mutation de la cysteine invariable en position 23 en tyrosine. 
5 Ces changements sugg&ent que cette chaine legere serait non fonctionnelle bien que 
neanmoins transcrite en ARN messager. La sequence ADN de cette pseudo chaine 
legere n'est pas montree. 

c) Region variable isolee a partir des oligos MHV8 et MHV12 

Les sequences ADN obtenues avec ces deux oligos sont identiques, en dehors de 
10 la sequence codee par l'oligo lui-merae. Cette sequence est une nouvelle sequence 
codant pour une chaine lourde fonctionneUe presumee etre celle de l'anticorps 
monoclonal 7C10. Les sequences ADN (SEQ ID Nos. 51 et 53) et acides amines (SEQ 
ID No. 52) du cDNA codant pour 7C10 VH sont representees a la figure 15. 
Exemple 9. Construction des gfcnes chimeriques souris-homme 
15 L'anticorps cliimerique 7C10 a ete construit de maniere a avoir les regions 7C10 

VL et VH de souris reliees aux regions constantes humaines kappa et gamma-1, 
respectivement. Des oligos ont ete utilises pour modifier les extremites 5' et 3' des 
sequences flanquant l'ADN codant pour 7C10 VL et VH afin de permettre leur clonage 
dans des vecteurs d'expression en cellules mammaliennes. Ces vecteurs utilisent le 
20 promoteur fort HCMV pour transcrire efiBcacement les chaines lourde et legere de 
l'anticorps chimerique 7C10. D'autre part, ces vecteurs contiennent egalement l'origine 
de replication de SV40 permettant une replication efficace de l'ADN et par voie de 
consequence une expression transitoire des proteines en cellules cos. 
Exemple 10. Expression et evaluation de 1'activite de reconnaissance de l'IGF-1 
25 recepteur de l'anticorps chimerique 7C10 

Les deux plasmides contenant l'ADN codant pour l'anticorps 7C10 chimerique 
ont 6te co-transfectes dans des cellules cos-7 (ATCC number CRL-1651) pour etudier 
l'expression transitoire de l'anticorps recombinant. Apres 72 heures d'incubation, le 
milieu de culture a ete preieve, centrifuge pour 61iminer les debris cellulaires et analyse 
30 par technique ELISA pour la production en IgGl humaine (voir Exemple 16) et la 
reconnaissance du recepteur a l'IGF-1 (voir Exemple 17). 
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Les tests ELISA de mesure de concentrations en IgGl/Kappa humaines ont 
montre que l'expression de l'anticorps chimerique 7C10 dans les cellules cos7 etait 
comprise entre 300 et 500 ng/ml ce qui est comparable aux valeurs obtenues avec la 
majorit6 des anticorps. 

5 Les tests ELISA de reconnaissance du recepteur a l'IGF-1 montrent que 

l'anticorps chimerique le reconnait specifiquement et avec une bonne avidite relative 
(voir figures 3A, 3B et 3C). Ceci apporte la preuve fonctionnelle que les bonnes VH et 
VL de l'anticorps 7C10 ont ete identifies. De plus, cette forme chimerique de 7C10 
apparait comme etant un outil indispensable a revaluation de l'affinit6 des formes 

10 humanisees. 

Exemplell. Moderation moleculaire des regions variables de l'anticorps de 
souris 7C10 

Afin d'aider et d'affiner le processus d'humanisation par « CDR-grafting », un 
modele moleculaire des regions VL et VH de l'anticorps de souris 7C10 a ete construit 
15 Le modele est bas6 sur la structure cristallographique de la chaine lourde 1AY1 et de la 
chaine 16gere 2PCP. 

Exemple 12. Processus d'humanisation par CDR-grafting de la region variable de 
la chaine legere de l'anticorps 7C10 (7C10 VL) 

a) Comparaison de la sequence en acides amin6s de 7C10 VL avec toutes les 

20 sequences de souris VL connues 

Comme etape preliminaire a l'humanisation par CDR-grafting, la s6quence en 
acides amines de 7C10 VL a ete comparee dans un premier temps a toutes les sequences 
de VL de souris presentes dans la banque de donnees de Kabat (adresse Intemet : 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/database/kabat/fasta_format/, demiere mise a jour des donnees 

25 date de 1999). 7C10 VL a ainsi ete identifi6 comme appartenant au sous-groupe H des 
chaines legeres Kappa comme defini par Kabat et al. (In Sequences of proteins of 
immunological interest (5 th edn.), NIH publication No 91-3242, US Department of 
Health and Human Services, Public Health Service, National Institutes of Health, 
Bethesda, 1991). Des regions VL d'anticorps monoclonaux de souris ayant une identite 

30 de sequences allant jusqu'a 95 % ont 6te identifies (DRB 1 -4.3 (SEQ DO No. 55) : 95 % 
et C94-5B11'CL (SEQ ID No. 56) : 95 %, voir figure 17). Afin de tenter d'identifier les 
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residus hors du commun dans la sequence de 7C10 VL, la sequence en acides amines de 
7C10 VL (SEQ ID No. 54) a ete alignee avec la sequence consensus du sous-groupe II 
des chaines kappa de souris (SEQ ID No. 57) comme defini par Kabat (voir figure 17). 

A la position Kabat numero 3, la valine (V) normalement pr6sente dans le sous- 
groupe n des chaines legeres Kappa selon Kabat (71 %) est remplacee par une leucine 
(L). Une leucine a cette position n'est pas rare puisqu'on la trouve par exemple dans 
DRB1-4.3 et C94-5B11'CL. D'apres le modele moleculaire, ce residu ne semble pas 
jouer un role particvdier. En consequence la conservation de ce residu dans la forme 
humanisee ne sera pas envisagee. 

A la position Kabat numero 7, la threonine (T) normalement presente dans le 
sous-groupe H des chaines legeres Kappa selon Kabat (66 %) est remplacee par une 
isoleucine (I). Une isoleucine a cette position est relativement rare puisqu'on ne la 
trouve que 15 fois parmi toutes les sequences VL de souris connues et jamais parmi des 
sequences VL humaines. Le modele moleculaire montre que ce residu (17) pointe vers la 
15 surface de la molecule mais ne contacte pas les CDRs (le residu d'un CDR le plus 
proche serait l'arginine a la position Kabat numero 42). De plus, il semble peu probable 
que ce residu 17 contacte directement l'antigene. En consequence la conservation de ce 
residu dans, la forme humanisee ne sera pas envisagee du moms dans un premier temps. 
A la position Kabat numero 77, l'arginine (R) normalement presente dans le 
20 sous-groupe H des chaines legeres Kappa selon Kabat (95,5 %) est remplacee par une 
serine (S). Une Serine a cette position n'est pas rare. 

b) Comparaison de la sequence en acides amines de 7C10 VL avec toutes les 
sequences humaines VL connues 

Afin d'identifier le meilleur candidat humain pour le « CDR-grafting » on a 
25 recherche la region VL kappa d'origine humaine ayant la plus grande homologie 
possible avec 7C10 VL. A cette fin, on a compare la sequence en acides amines de 7C10 
VL kappa de souris avec toutes les sequences VL kappa humaines presentes dans la base 
de donndes de Kabat. 7C10 VL de souris avait la plus grande homologie de sequence 
avec les regions VL kappa humaines du sous-groupe H comme ddfini par Kabat et al. 
30 (1991). Des regions VH d'anticorps monoclonaux d'origine humaine ont 6te identifiees 
ayant une identite de sequences allant jusqu'a 75,9 % (GM607 (SEQ ID No. 58), voir 
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figure 1 8) sur la totalite des 1 12 acides amin6s composant la region variable. Une lignee 
genninale d'origine humaine, DPK15/A19 (SEQ ID No. 59), ayant une identic de 
s6quence de 76 % (voir figure 18) tut aussi identifiee. GM607 (Klobeck et al., 1984). 
GM607 fut done choisi comme sequence humaine receveuse des CDRs (selon la 
5 definition de Kabat) de 7C10 VL de souris. En comparant les sequences de GM607 avec 
celle de la sequence consensus du sous-groupe D humain (SEQ ID No. 60) (figure 18), 
aucun residu particulier dans les regions charpentes (Rch) ne put etre identified indiquant 
par la meme que GM607 etait un bon candidat pour le CDR-grafting. 
c) Versions humanisees de 7C10 VL 
10 L'&ape suivante dans le proc&le d'humanisation consista a joindre les CDRs de 

7C10 VL de souris aux regions charpentes (Rch) de la chaine legere humaine 
selectionnee, GM607 (Klobeck et al., 1984). A ce stade du proceae le modele 
moleculaire des regions Fv de souris de 7C10 est paruculierement utile dans le choix 
des residus de souris a conserver car pouvant jouer un role soit dans le maintien de la 
15 structure tridimensionnelle de la molecule (structure canonique des CDRs, interface 
VH/VL, etc.) ou dans la liaison a l'antigene. Dans les Rch, chaque difference entre les 
acides amines de souris (7C10 VL) et humain (GM607) a 6t6 examinee scrupuleusement 
(voir Tableau 5). De plus, les residus particuUers a la sequence 7C10 VL de souris que 
Ton avait identifies (voir Exemple 12.a)) ont ete pris en compte si besoin 6tait. 
20 Dans la premiere version humanis6e par « CDR-grafting » de 7C10 VL, humain 

1, un seul changement dans les regions charpentes (Rch) de GM607 a &e effectu6. Ce 
changement concerne le residu 2 (nomenclature de Kabat) sitiuS dans Rch 1. Ce residu 
entre en effet dans la composition de la structure canonique du CDR 1 de 7C10 VL et 
pourrait done gtre critique pour le maintien de cette loupe dans sa bonne conformation. 

25 La valine presente a cette position dans la sequence 7C10 VL de souris est done 
conserved a cette meme position dans la forme humanisee (voir le Tableau 5 et la figure 
19 pour la sequence en acides anrines (SEQ ID No. 61) et la figure 20 pour la sequence 
ADN (SEQ ED Nos. 62 et 64) et la sequence en acides amines comprenant le peptide 
signal (SEQ ID No. 63). 

.30 Dans la deuxieme version humanisee par « CDR-grafting » de 7C10 VL, humain 

2, aucun changement dans les Rchs de la chaine 16gere humaine GM 607 n'a et6 fait. 
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Tous les r£sidus des Rchs sont done d'origine humaine y compris le rSsidu 2 qui a done 
€t€ mu\6 pour remplacer la valine pr&ente dans 7C10 VL de souris par une isoleucine 
trouv6e k cette meme position dans la chaine legere humaine GM 607 (voir le Tableau 5 
et la figure 19 pour la sequence en acides amines (SEQ ID No. 65) et la figure 21 pour la 
5 sequence ADN (SEQ ID Nos. 66 et 68) et la sequence en acides amines comprenant le 
peptide signal (SEQ ID No. 67)). Cette forme humaine 2 est done totalement humanist 
(en dehors bien entendu des CDRs eux-memes) puisque tous les r&idus des Rchs sont 
ceux de la chaine legere d'origine humaine, GM 607. 



10 TABLEAU 5 : Alignement des sequences d'amino acides ayant conduit au dessin 
des regions 7C10 Vl humaines refafonn&s 
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Legende : La premiere colonne (Kabat) indique la position du residu d'acide amine 
selon Kabat et al. (1991) ; la deuxieme colonne (#) indique la position du residu d'acide 
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amine dans la sequence reguliere ; la troisieme colonne (FR ou CDR) a &6 realisee pour 
identifier facilement les segments du squelette (FR1, FR2, FR3 et FR4) et les segments 
CDR (CDR1, CDR2 et CDR3) ("CDR" pour "Complementary-Deterniining Region") 
avec les trois CDRs separant les quatre FRs ; la quatrieme colonne (Chaine tegere de 
5 souris 7C1 0) represente la sdquence d'amino acides (SEQ ID No. 54) de la region Vl de 
l'anticoips de souris 7C10 ; la cinquieme colonne (Lignee germinate humaine 
DPK15/A19) represente la sequence d'arnino acides (SEQ ID No. 59) de la chaine legere 
humaine V kappa R de la lignee germinale ; la sixieme colonne (GM 607) represente la 
s6quence d'arnino acides (SEQ ID No. 58) de la region V L de l'anticorps GM 607 
10 humain ; les septieme et huitieme colonnes (7C10 L humains 1 et 2 refaconnes) 
represented les sequences d'amino acides des anticorps 7C10 VL humanisee 1 et 2 
(respectivement SEQ ID Nos. 61 et 65). "*" indique les parties de la structure canonique 
de la boucle CDR telle que definie par Chothia et al. (Nature, 342, 877-883, 1989). 
Exemple 13. Processus d'humanisation par CDR-grafting de la region variable de 
15 la chaine lourde de l'anticorps 7C10 (7C10 VH) 

a) Comparison de la s6quence en acides amines de 7C10 VH avec toutes les 
sequences de souris VH connues 

Comme 6tape prelirninaire a l'humanisation par CDR-grafting, la sequence en 
acides amines de 7C10 VH a ete comparee dans un premier temps a toutes les sequences 
20 de VH de souris presentes dans la banque de donnees de Rabat (adresse Internet : 
frpy/ftp.ebi.ac.uk/pub/database/kabat/fasta_format/, derniere mise a jour des donnees 
date de 1999). 7C10 VH a ainsi ete identifie comme appartenant au sous-groupe 1(A) 
des chaines lourdes comme defini par Rabat et al. (1991). Des regions VH d'anticorps 
monoclonaux de souris ayant une identite de sequences allant jusqu'a 90,5 % ont ete 
25 identifies (AN03'CL (SEQ ID No. 70), voir figure 22). Afin de tenter d'identifier les 
r6sidus hors du commun dans la sequence de 7C10 VH, nous avons aligne la sequence 
en acides amines de 7C10 VH (SEQ ID No. 69) avec la sequence consensus (SEQ ID 
No. 71) du sous-groupe 1(A) des chaines lourdes de souris comme defini par Rabat (voir 
figure22). 
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Le residu 17 (numerotation de Kabat), Thr pour la sequence consensus du sous- 
groupe 1(A) et Ser dans 7C10 VH, est localise a la surface de la molecule du c6te de 
rinterface avec la r6gion constante. Ce residu ne semble pas important 

Le residu 27 (numerotation de Kabat), Asp pour la sequence consensus du sous- 
groupe 1(A) et Tyr dans 7C10 VH, est un residu canonique pour le CDR 1. Tyr a cette 
position n'est pas rare et est probablement critique pour le maintien du CDR 1 dans sa 

bonne conformation. 

Le residu 84 (numerotation de Kabat), Thr pour la sequence consensus du sous- 
groupe 1(A) et Asn dans 7C10 VH. Asn, a ete trouve 93 fois dans VH de souris et 3 fois 
dans VH humaine. D'apres le modele moleculaire, c'est un residu de surface eloigne du 
paratope. 

La numerotation des acides amines est celle de Kabat et al. (1991). Les residus 
dans les regions charpentes (hors CDRs) qui different entre 7C10 VH et Kabat sous- 
groupe 1(A) de souris sont soulignes. AN03'CL represente la sequence de la chaine 
15 lourde d'un anticorps de souris (numero d'acces dans la banque de donnees de Kabat est 
P001289). 

b) Comparison de la sequence en acides amines de 7C10 VH avec toutes les 
sequences humaines VH connues 

Afin d'identifier le meilleur candidat humain pour le « CDR-grafting », on a 

20 recherche la region VH d'origine humaine ayant la plus grande homologie possible avec 
7C10 VH. A cette fin on a compare la sequence en acides arnin6s de 7C10 VH de souris 
avec toutes les sequences VH humaines presentes dans la base de donnees de Kabat. 
7C10 VH de souris avait la plus grande homologie de sequence avec les regions VH 
humaines du sous-groupe E comme defini par Kabat et al. (1991). Des regions VH 

25 d'anticorps monoclonaux d'origine humaine ont ete identifiees ayant une identic de 
sequences allant jusqu'a 67,3 % (human VH FURl'CL (SEQ ID No. 73, voir figure 23) 
sur la totalite des 98 acides amines codes par le gene variable (c'est-a-dire hors CDR3 et 
r6gion J). Une lignee genninale d'origine humaine, 4.22 VH IV (Sanz et al., 1989), 
ayant une identite de sequence de 68,4 %, selon les memes criteres que pour VH 

30 FUR1 'CL, fut aussi identifiee (human Germ-line (SEQ ID No. 74), voir figure 23). La 
sequence codee par la lignee genninale 4.22 VH IV fut choisie comme s6quence 
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humaine receveuse des CDRs (selon la definition de Kabat) de 7C10 VH de souris 
plutdt que VH FURl'CL car en comparant les sequences de 4.22 VH IV et VH 
FURl'CL avec celle de la sequence consensus du sous-groupe H humain (human Kabat 
sg H (SEQ ID No. 72), voir figure 23 et tableau 6), aucun residu atypique dans les 
regions charpentes (Rch) ne put etre identifie pour 4.22 VH IV alors que la presence de 
deux residus atypiques (Gin et Arg aux positions 81 et 82A selon la nomenclature de 
Kabat, respectivement) furent identifies dans la sequence cod6e par VH FURl'CL. 
c) Versions humanisms de 7C 10 VH 

L'etape suivante dans le precede d'humanisation consista a joindre les CDRs de 
7C10 VH de souris aux regions charpentes (Rch) de la lign6e germinale humaine 422 
VH IV (Sanz et al., 1989). A ce stade du precede, le modele mol6culaire des regions Fv 
de souris de 7C10 est particulierement utile dans le choix des residus de souris a 
conserver car pouvant jouer un r61e soit dans le maintien de la structure 
tridimensionnelle de la molecule (structure canonique des CDRs, interface VH/VL, etc.) 
15 ou dans la liaison a l'antigene (appartenance au paratope). Dans les Rch, chaque 
difference entre les acides amines de souris (7C10 VH) et humain (4.22 VH IV) a et6 
examinee scrupuleusement (voir Tableau 6). De plus, les residus particuliers a la 
sequence 7C10 VH de souris que l'on avait identifies (voir Exemple 8.a)) ont ete pris en 
compte si besoin etait 

20 Dans la premiere version humanisee par « CDR-grafting » de 7C10 VH, 

humanise 1, quatre changements dans les regions charpentes (Rch) de 4.22 VH IV ont 
Ste effectuds (voir le Tableau 6, figure 24 pour la sequence en acides amines (SEQ ID 
No. 75) et la figure 25 pour la sequence d'ADN (SEQ ID Nos. 76 et 78) et la sequence 
d'acides amines comprenant le peptide signal (SEQ ID No. 77)). Ces quatre 
25 changements concernent : 

. Le residu 30 (nomenclature de Kabat) situe dans Rch 1 . Ce residu entre en effet dans 
la composition structurale du CDR1 de 7C10 VH (comme defini par Chothia et al., 
1989) et pourrait done etre critique pour le maintien de cette loupe dans sa bonne 
conformation. La Thr presente a cette position dans la sequence 7C10 VH de souris 
30 est done conservee a cette meme position dans la forme humanisee. 
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• Le residu 48 (nomenclature de Kabat) situe dans Rch 2. Ce residu est proche des 
CDRs, bien que d'apres le modele moleculaire pas en contact direct avec ces 
derniers, et pourrait influer sur leur conformation fine. La methionine presente a 
cette position dans la sequence 7C10 VH de souris est done conserved a cette m&ne 

5 position dans la forme humanisee 1 . 

• Le residu 67 (nomenclature de Kabat) situe" dans Rch 3. Ce residu est proche des 
CDRs et d'apres le modele moleculaire pourrait contacter la Lysine 60 
(nomenclature de Kabat) dans le CDR 2. L'isoleucine presente a cette position dans 
la s6quence 7C10 VH de souris est done conservee a cette position dans la forme 

10 humanisee 1. 

• Le residu 71 (nomenclature de Kabat) situS dans Rch 3. Ce residu fait partie de la 
structure canonique du CDR 2 et devrait done etre critique pour maintenir cette 
loupe dans sa bonne conformation. L'arginine presente a cette position dans la 
sequence 7C10 VH de souris est done conservee a cette position dans la forme 

15 humanisee 1. 

Dans la deuxteme version humanisee par « CDR-grafting » de 7C10 VH, 
humanist 2, deux changements dans les regions charpentes (Rch) de 4.22 VH IV ont 6t6 
effectues. Ces deux changements concement les residus 30 et 71 (nomenclature de 
Kabat), deja decrits dans la forme humanisee 1 (voir le Tableau 6, figure 24 pour la 

20 sequence en acides amines (SEQ ID No. 79) et la figure 26 pour la sequence d'ADN 
(SEQ ID Nos. 80 et 82) et la sequence d'acides amines comprenant le peptide signal 
(SEQ ID No. 81)). 

Dans la troisieme forme humanisee par « CDR-grafting » de 7C10 VH, 
humanis6 3, aucun changement dans les regions charpentes (Rch) de 4.22 VH IV n'a 6te" 

25 effectue. Tous les residus des Rchs sont done d'origine humaine y compris les residus 
30, 48, 67 et 71 (nomenclature de Kabat) qui ont &e conserves (voir le Tableau 6, figure 
24 pour la sequence en acides amines (SEQ ID No. 83) et la figure 27 pour la sequence 
d'ADN (SEQ ID Nos. 84 et 86) et la sequence d'acides amines comprenant le peptide 
signal (SEQ ID No. 85)). Cette forme humanise* 3 est done totalement humanisee (en 

30 dehors bien entendu des CDRs eux-memes comme d<Sfini par Kabat) puisque tous les 
residus des Rchs sont ceux codes par le gene VH de la lignee germinale 4.22 VH IV. 
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Exemple 14. Construction des genes codant pour les versions humanisees 1 de 
7C10 VL et VH par assemblage d'oligonucldotides. 
a) Principe 

Les genes (peptide leader + regions variables VDJ pour VH ou VJ pour VK) 
codant pour les regions variables humanisees ont ete synth&ises par assemblage en phase 
solide sur billes magnetiques cotees a la streptavidine. Les genes codant pour 7C.10 VH 
humanisee (445 paires de bases) et 7C10 VL humanisee (433 paires de bases) sont 
construits en fusionnant deux fragments d'ADN grace a la presence d'un site de 
restriction Kpnl present dans les deux sequences et situe a peu pres a la moitie du gene (a 
200 et 245 nucleotides par rapport a rextremit6 5' du gene pour VL et VH, 
respectivement). Les deux fragments qui sont fusionnds ensemble sont eux-memes 
assembles par une technique d'assemblage qui consiste a utiliser des oligonucleotides 
phosphoryles (environ 30-35 mer) hybrides deux par deux (un oligo sens et l'autre 
antisens, sur une homologie d'environ 50 %) de fecon a ce qu'ils se chevauchent lors de 
l'eiongation. Un premier oligonucleotide biotinyl6 en 5' est fixe" sur les billes 
magnetiques puis les paires ^oligonucleotides phosphoryles sont rajoutees une par une. 
La liaison phosphodiester entre les oligonucleotides phosphoryles juxtaposes est realisee 

par l'enzyme T4 DNA ligase. 

Les genes ainsi synthases de novo peuvent etre directement clones (par digestion 
20 avec des enzymes de restriction compatibles avec le vecteur d'expression choisi) ou 
amplifies par PCR pour obtenir plus de materiel en preambule au clonage directionnel 
par digestion enzymatique. La sequence du gene ainsi construit par assemblage de novo 
est alors verifiee par sequen9age automatique de l'ADN. 

b) Protocole experimental de la technique d'assemblage de novo 
25 Des oligonucleotides phosphoryles en 5' ou biotinyies en 5' dont la concentration 

a ete ajustee a 100 hM ont ete commandes chez MWG Biotech (voir les sequences des 
oligonucleotides utilises dans le Tableau 7 pour la construction de 7C10 VL humanisee, 
et le Tableau 8 pour la construction de 7C10 VH humanisee). Les oligonucleotides ont 
ete hybrides par paires (un melange equimolaire, 500 pmoles, d'un oligo sens et d'un 
oligo antisens dans le tampon T4 DNA ligase est chauffe a 95°C pendant 5 minutes puis 



15 



30 
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laisse k refroidir sur la paillasse jusqu'a temperature ambiante) selon un schema d6crit 
dans le Tableau 9. 

Le premier oligonucleotide biotinyle est fixe sur des billes magnetiques cotees a 
la streptavidine (Dynabeads M-280 Streptavidin, Dynal product no 1 12-05). Pour cela, a 

5 50 ul de billes decantees (utilisation d'un porte aimant) prealablement lavees deux fois 
avec 100 ul de tampon TE IX (tampon Tris-EDTA 100X : 1M Tris-HCl, pH 8, 0,1 M 
EDTA, Sigma T-9285) on ajoute 500 pmol de ^oligonucleotide biotinyte dans une 
solution NaCl a 15 mM. Apres une incubation a 37°C pendant 15 min, les billes sont 
lavees deux fois avec le tampon de lavage (10 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 mM EDTA et 

10 50 mM NaCl) et les couples ^oligonucleotides hybrides sont alors ajoutes un par un. A 
chaque rajout d'une pake ^oligonucleotides on chauffe a 95°C pendant 5 min puis on 
laisse refroidir sur la paillasse jusqu'a temperature ambiante. Une fois la temperature 
ambiante atteinte, on ajoute de 2 ul de T4 DNA ligase a 10 U/ul (Biolabs) et on incube 
pendant 20 min a 37°C. Les billes sont ensuite lavees (tampon de lavage) et les paires 

15 d'oligonucleotides suivantes sont ajoutSes ainsi de suite. 

Le dernier oligo (antisens) non apparie est assemble de la fecon suivante. 5 ul 
d'oligo (500 pmol) et 43 ul de tampon T4 DNA ligase sont ajoutes aux billes decantees 
puis on chauffe le melange a 95°C pendant 5 min et on le laisse refroidir sur la paillasse 
jusqu'a temperature ambiante. Une fois la temperature ambiante atteinte on ajoute 2 ul 

20 de T4 DNA ligase et on incube a 37°C pendant 20 min. Les billes sont ensuite lavees 
deux fois avec le tampon de lavage puis deux fois avec le tampon TE IX. 

Les billes peuvent alors etre conservees a 4°C avant de proceder au clonage et 
sdquencage du gene assemble de novo. 

25 TABLEAU 7 : Sequence d'ADN des oligonucleotides ayant ete utilises pour la 
construction de 7C10 VL humanist 1 par assemblage de novo 

LeaderMluI . biotin 5 ' -GTCAGAACGCGTGCCGCC (SEQ ID No. 87) 

7C10Lresh . lsens 5' -ACCATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT (SEQ ID No. 88) 

30 7C10Lresh.2sens 5' -GATGTTCTGGTTTCCTGCTTCCAGCAGTGATG (SEQ ID No. 89) 

7C10Lresh.3sens 5' -TTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCC (SEQ ID No. 90) 

7C10Lresh.4sens 5 ' -GTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTG (SEQ ID No. 91) 
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7C1 OLresh . 5 sens 5 • -CAGGTCTAGTCAGACCATTATACATAGTAATG 

7C10Lresh . 6sens 5 • -GAAACACCTATTTGGAATGGTACCTGCAGA 

7C10Lresh. 7anti 5' -GGCAACTTCATGGTGGCGGCACGCGTTCTGAC 

7C1 OLresh . 8 anti 5 ' -GAAACCAGAACATCAGCACCAACAGCCTAACA 

5 7C10Lresh . 9anti 5 ' -CTGAGTCATCACAACATCACTGCTGGAAGCAG 

7C10Lresh. lOanti 5 ' -TCTCCAGGGGTGACGGGCAGGGAGAGTGGAGA 

7C10Lresh. llanti 5' -TCTGACTAGACCTGCAGGAGATGGAGGCCGGC 

7C10Lresh . 12anti 5 ' -AAATAGGTGTTTCCATTACTATGTACAATGC 

7C10Lresh. 13sens 5' -CAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATAAA 

10 7C10Lresh . 14sens 5 ■ -GTTTCTAATCGGCTTTATGGGGTCCCTGACAG 

7C10Lresh. 15sens 5 ' -GTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTA 

7C10Lresh. 16sens 5 ' -CACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGAT 

7C10Lresh. 17sens 5' -GTTGGGGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACA 

7C10Lresh . 18sens 5 ' -TGTTCCGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGG 

15 7C10Lresh . 19sens 5 ' -TGGAAATCAAACGTGAGTGGATCCTCTGCG 

7C10Lresh . KpnIREV 5 ' -TCTGCAGGTACCATTGC 
7C10Lresh . Kpnlbiotin 5 ' -TGCAATGGTACCTGCAGAAGC 

7C1 OLresh . 20anti 5 • -AGACTGCCCTGGCTTCTGCAGGTACCATTGCA 

7C10Lresh . 21anti 5' -CGATTAGAAACTTTATAGATCAGGAGCTGTGG 

20 7C10Lresh.22anti 5 ' -TGCCACTGAACCTGTCAGGGACCCCATAAAGC 

7C10Lresh . 23anti 5 ' -GATTTTCAGTGTAAAATCTGTGCCTGATCCAC 

7C10Lresh . 24anti 5' -TAAACCCCAACATCCTCAGCCTCCACTCTGCT 

7C10Lresh . 25anti 5 ■ -TCCACGGAACATGTGAACCTTGAAAGCAGTAA 

7C10Lresh . 2 6anti 5 ' -TTTGATTTCCACCTTGGTCCCTTGGCCGAAC 
25 7C10Lresh.BamHIantisens 5' -CGCAGAGGATCCACTCACG 



(SEQIDNo. 92) 
(SEQEDNo.93) 
(SEQIDNo.94) 
(SEQIDNo.95) 
(SEQIDNo. 96) 
(SEQIDNo.97) 
(SEQIDNo. 98) 
(SEQIDNo. 99) 
(SEQIDNo. 100) 
(SEQIDNo. 101) 
(SEQIDNo. 102) 
(SEQIDNo. 103) 
(SEQIDNo. 104) 
(SEQIDNo. 105) 
(SEQIDNo. 106) 
(SEQIDNo. 107) 
(SEQIDNo. 108) 
(SEQIDNo. 109) 
(SEQIDNo. 110) 
(SEQIDNo. Ill) 
(SEQIDNo. 112) 
(SEQIDNo. 113) 
(SEQIDNo. 114) 
(SEQIDNo. 115) 
(SEQIDNo. 116) 



TABLEAU 8 : Sequence d'ADN des oligonucleotides ayant €t€ utilises pour la 
construction de 7C10 VH humanisee 1 par assemblage de novo 



30 LeaderMluI . biotin 5 • -GTCAGAACGCGTGCCGCC 

7C10Hresh . lsens 5 ' -ACCATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTCTTGA 
7C10Hresh . 2sens 5' -CAGCCATTCCTGGTATCCTGTCTCAGGTGCAGCT 
7C10Hresh . 3sens 5 ' -TCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCG 
7C10Hresh . 4sens 5' -GAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGT 



(SEQIDNo. 117) 
(SEQIDNo. 118) 
(SEQIDNo. 119) 
(SEQIDNo. 120) 
(SEQIDNo. 121) 
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7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh, 
7C10Hresh. 
7C10Hresh 
7C10Hresh 
7C10Hresh 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh. 
7C10Hresh, 
7C10Hresh 
7C10Hresh 
7C10Hresh 
7C10Hresh 
7C10Hresh 



5sens 5' -TACTCCATCACCGGTGGTTATTTATGGAACTGG (SEQ ID No. 122) 
6sens 5 ' -ATACGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGG (SEQ ID No. 123) 
7sens 5 ; -ATGGGGTATATCAGCTACGACGGTACCAATAAC (SEQ ID No. 124) 
8antisens 5 ' -TCAACACTTTCATGGTGGCGGCACGCGTTCTGAC (SEQ ID No. 125) 
9antisens 5 ' - ATACCAGGAATGGCTGTCAAGAGGTACAACAGAC (SEQ ID No. 126) 
10antisens5 f -TGGGCCCGACTCCTGAAGCTGCACCTGAGACAGG (SEQIDNo. 127) 
, llantisens5' -TGAGGGACAGGGTCTCCGAAGGCTTCACCAGTCC (SEQ ID No. 128) 
. 12antisens5' -CCACCGGTGATGGAGTAACCAGAGACAGTGCAGG (SEQIDNo. 129) 
. 13antisens5 f -CCCTGGGGGCTGCCGTATCCAGTTCCATAAATAA (SEQIDNo. 130) 
,14antisens 5 ' -TAGCTGATATACCCCATCCACTCCAGTCCCTT (SEQ ID No. 131) 



KpnIREV 5 ' -GTTATTGGTACCGTCG 
Kpnlbiotin 5 f -TACGACGGTACCAATAACTAC 
15sens 5' -AAACCCTCCCTCAAGGATCGAATCACCATATC 
16sens 5' -ACGTGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGA 
17sens 5 ' -AGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACTGCA 
, 18sens 5 ' -GTGTATTACTGTGCGAGATACGGTAGGGTCTT 
. 1 9sens 5 ' -CTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA 
. 2 Osens 5 ' -CCGTCTCCTCAGGTGAGTGGATCCTCTGCG 

.21antisens 5 ' -AGGGAGGGTTTGTAGTTATTGGTACCGTCGTA (SEQ ID No. 140) 

.22antisens 5 9 -ACGTGTCACGTGATATGGTGATTCGATCCTTG (SEQ ID No. 141) 

.23antisens 5 ' -AGAGCTCAGCTTCAGGGAGAACTGGTTCTTGG (SEQIDNo. 142) 

. 2 4 ant isens 5 ' -CAGTAATACACTGCAGTGTCCGCAGCGGTCAC (SEQ ID No. 143) 

.25antisens 5 ' -AGTAGTCAAAGAAGACCCTACCGTATCTCGCA (SEQ ID No. 144) 
.26antisens 5 9 -CTGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCCCTGGCCCC (SEQ ID No. 145) 

BamHIantisens 5 ' -CGCAGAGGATCCACTCAC (SEQ IDNo. 146) 



(SEQIDNo. 132) 
(SEQIDNo. 133) 
(SEQIDNo. 134) 
(SEQIDNo. 135) 
(SEQIDNo. 136) 
(SEQIDNo. 137) 
(SEQIDNo. 138) 
(SEQIDNo. 139) 



TABLEAU 9 : Protocole d'appariement des oligonucleotides pour Fassemblage de 
novo des gfcnes codant pour les formes humanisees de 7C10 VH et VL 



Assemblage de novo du fragment 
Mlul - Kpnl de 7C10 VL humanist 1 

Oligo leader Mlul 7C10 VL Biotinyl6 
Couple d'oligo 1 et 7 
Couple d'oligo 2 et 8 



Assemblage de novo du fragment 
Kpnl - BamHI de 7C10 VL humanist 1 

Oligo 7C10 L Kpnl BiotinylS 
Couple d'oligo 13 et 20 
Couple d'oligo Met 21 
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Couple d'oligo 3 et 9 Couple d'oligo 1 5 et 22 

Couple d'oligo 4 et 10 Couple d'oligo 16 et 23 

Couple d'oligo 5 et 1 1 Couple d'oligo 17 et 24 

Couple d'oligo 6 et 12 Couple d'oligo 18 et 25 

Oligo antisens 7C10 VL Kpnl Couple d'oligo 19 et 26 

Oligo antisens 7C10 L BamHI 

Assemblage de novo du fragment Assemblage de novo du fragment 

MM - Kpnl de 7C10 VH humanisee 1 Kpnl - BamHI de 7C10 VH humanisee 1 

Oligo leader MM 7C10 VH Biotinyl6 Oligo 7C10 H Kpnl Biotinyle 

Couple d'oligo 1 et 8 Couple d'oligo 15 et 21 

Couple d'oligo 2 et 9 Couple d'oligo 16 et 22 

Couple d'oligo 3 et 10 Couple d'oligo 17 et 23 

Couple d'oligo 4 et 1 1 Couple d'oligo 1 8 et 24 

Couple d'oligo 5 et 12 Couple d'oligo 1 9 et 25 

Couple d'oligo 6 et 13 Couple d'oligo 20 et 26' 

Couple d'oligo 7 et 14 Oligo antisens 7C10 VH BamHI 
Oligo antisens 7C10 VH Kpnl 



Exemple 15. Construction des genes codant pour les versions humanisees 2 de 
7C10 VL et 7C10 VH et 3 de 7C10 VH par mutagenese dirigee. 
La version humanisee 2 de 7C10 VH a ete obtenue par mutation dirigee des 
residus 48 et 67 (selon la nomenclature de Kabat) de la version 1. Cette mutagenese 

25 dirigee a ete r&disee a l'aide du systeme QuikChange™ Site-directed mutagenesis de 
Stratagene (kit #200518) selon le protocole decrit par le fabricant La construction s'est 
feite en deux temps, dans un premier temps le residu 48 sur la version 1 a ete mute a 
l'aide du couple d'amorces 7C10Hhumanis61QCM48 sens et antisens (voir Tableau 10) 
et dans un deuxi&me temps cette version mutee au residu 48 a elle-m&ne &6 mutee au 

30 residu 67 a l'aide du couple d'amorces 7C10HhumaniselQCI67 sens et antisens (voir 
Tableau 10). 

La version humanisee 3 de 7C10 VH a ete obtenue par mutation dirigee des 
residus 30 et 71 (selon la nomenclature de Kabat) de la version 2 en utilisant egalement 
le systeme QuikChange™. Cette construction s'est faite en deux temps. Dans un premier 
temps, le residu 30 sur la version 2 a ete mute a l'aide des amorces 
7C10HhumaniseQCT30 sens et antisens (voir Tableau 10). Dans un deuxieme temps, 
cette version mutee au residu 30 a elle-meme 616 mutee au residu 71 en utilisant le 
couple d'amorces 7C10HhumaniselV67QCR71 sens et antisens (voir Tableau 10). 
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La version humanisee 2 de 7C10 VL a ete obtenue par mutation dirigee du residu 
2 (selon la nomenclature de Kabat) de la version 1 en utilisant le systeme QuikChange™. 
Le residu 2 sur la version 1 a ete mute en utilisant le couple d'amorces 7C10L 
humaniselQCV2 sens et antisens (voir Tableau 10). 



TABLEAU 10 : Liste des oligonucleotides utilises pour la mutagenese dirigee par le 
systeme QuikChange™ de stratagfene 



7C10Hhuraanis61QCT30 . 
sens 


5 1 -CTGGTTACTCCATCAGCGGTGGTTATTTATG 


(SEQIDNo. 147) 


7C10Hhumanis61QCT30 . 
antisens 


5 ' -CATAAATAACCACCGCTGATGGAGTAACCAG 


(SEQ ID No. 148) 


7C10Hhumanis61QCM48 . 
sens 


5 1 -GGGACTGGAGTGQATCGGGTATATCAGCTAC 


(SEQIDNo. 149) 


7C10Hhumanis61QCM48 . 
antisens 


5 1 -GTAGCTGATATACCCGATCCACTCCAGTCCC 


(SEQIDNo. 150) 


7C10Hhumanis61QCI67 . 
sens 


5 ' -TCCCTCAAGGATCGAGTCACCATATCACGTG 


(SEQIDNo. 151) 


7C10Hhumanis61QCI67 . 
antisens 


5 1 -CACGTGATATGGTGACTCGATCCTTGAGGGA 


(SEQIDNo. 152) 


7C10Hhumanis61V67QCR71 . 
sens 


5' 

-GATCGAGTCACCATATCAGTGGACACGTCCAAGAA 
CCAG 


(SEQIDNo. 153) 


7C10HhumaniselV67QCR71 . 
antisens 


5' 

-CTGGTTCTTGGACGTGTCCACTGATATGGTGACTC 
GATC 


(SEQIDNo. 154) 


7C10Lhumanis61QCV2 . 
sens 


5' -GCTTCCAGCAGTGATATTGTGATGACTCAGT 


(SEQIDNo. 155) 


7C10Lhumanis61QCV2 . 
antisens 


5' - ACTGAGTCATCACAATATCACT GCTGGAAGC 


(SEQIDNo. 156) 



10 Exemple 16. Transfection des cellules cos7 par electroporation 

Les vecteurs d'expression mammalienne contenant les versions chimeriques ou 
humanisees des chaines lourdes et legeres de l'anticorps 7C10 ont 6te testes en cellules 
cos7 pour l'expression transitoire des anticorps recombinants 7C10. L'ADN a et6 
introduit dans les cellules cos par electroporation a l'aide d'un instrument Biorad (Gene 
15 Pulsar). L'ADN (10 fig de cnaque vecteur) est ajoute a des aUquotes de 0,8 ml de 
cellules cos a une concentration de 1 x 10 7 cellules par ml dans du tampon PBS (sans 
Ca++ et Mg++). Une pulsation de 1,900 volts et d'une capacite de 25 uF a 6te deUvr6e. 
Les cellules cos transferees sont alors ajoutees a 8 ml de milieu DMEM contenant 5 % 
de serum de veau et incubees a 37°C pendant 72 heures. Le surnageant est alors recolte, 
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centrifug6 pour eliminer les debris cellulaires et teste par ELISA pour la mesure de sa 
concentration en anticorps 7C10 recombinant de type IgGl/Kappa humaine. 
Exemplel7. Methode ELISA pour mesurer les concentrations en anticorps 
recombinants IgGl/Kappa humain presentes dans le surnageant des 
transfectants cos 

Les sumageants produits par expression transitoire en cellules cos7 ont et$ test6s 
pour la presence d'anticorps 7C10 de type IgGl/Kappa humaine. Pour la detection de 
l'inununoglobuline IgGl/Kappa humaine, des plaques ELISA de 96 puits (Maxisorb, 
Nunc) ont ete cotees avec un anticorps polyclonal de chevre anti-IgG humaine 
(specifique pour le fragment Fc gamma, Jackson Immuno-Research Laboratories Inc., 
#109-005-098). Les sumageants de cellules cos ont 6te dilues en serie et ajoutes aux 
puits cotes. Apres une incubation d'une heure a 37°C et lavage, un anticorps polyclonal 
de chevre anti-chaine legere Kappa humaine conjugue a peroxidase (HRP, Sigma, A- 
7164) a ete ajoute. Apres 45 minutes d'incubation a 37°C et lavage, le substrat TMB 
15 (KPL #50-76-04) a ete ajoute. Apres 10 minutes d'incubation la reaction tut stoppee par 
l'addition d'acide sulfurique 1M et la densite optique lue a 450 nm. Une 
immunoglobuline humaine IgGl/Kappa humaine purifiee (Sigma, 1-3889) de 
concentration connue a ete utilisee comme anticorps de rtference standard. 
ExemplelS. Methode ELISA pour determiner l'activite de reconnaissance des 
anticorps recombinants 7C10 de type IgGUKappa humains sur le 
recepteur a l'IGF-1 (IGF-IR) 
Les sumageants de culture cos7 ont ete testes pour leur capacite a reoonnaitre 
l'IGF-1 R par une methode ELISA. Des plaques ELISA de 96 puits (Dynex Immulon 
2HB) ont ete cotees avec 100 ul par puit d'une solution de PBS contenant 0,31 ng/\il 
25 d'IGF-1 R (Human Insulin-like Growth Factor I soluble Receptor, R&D Systems, 
#391-GR) par incubation pour une nuit a 4°C. Apres lavage avec du PBS contenant 
0,05 % Tween 20, les plaques ont et6 saturfes par l'addition d'une solution de PBS 
contenant 0,5 % Gelatine et incubation a 37°C pendant 1 heure. Apres 3 lavages avec du 
PBS, les Schantillons de sumageants cos a tester, prealablement dilues en serie dans du 
PBS contenant 0,1 % Gelatine et 0,05 % Tween 20, ont ete ajoutes aux plaques. Apres 
une incubation a 37°C pendant 1 heure suivie de 3 lavages (PBS contenant 0,05 % 



20 
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Tween 20), un anticoips anti-IgG humaine (specifique pour le fragment Fc) conjugue a 
la peroxidase (HRP, Jackson Immuno-Research Laboratories Inc., #109-035-098) a ete 
ajoute (dilution au 1/5000 dans du PBS contenant 0,1 % Gelatine et 0,05 % Tween 20). 
Apres 45 minutes d'incubation a 37°C et «3 lavages (PBS contenant 0,05 % Tween 20), 
5 le substrat TMB (KPL #50-76-04) a 6t6 ajoute. Apres 10 minutes d'incubation la 
reaction fat stoppee par l'addition d'acide sulfarique 1M et la densite optique lue k 
450 nm. 

Exemple 19. Determination de l'activitS de reconnaissance de 1'IGFl-R par les 
difftrentes versions de l'anticorps 7C10 humanist par «CDR- 
10 grafting » 

Dans un premier temps, nous avons compare Pactivite' de reconnaissance des 
formes humanisees 1 des chaines lourde et 16gere de 7C10 pour 1TGF-1 recepteur par 
rapport a la forme chimerique. La figure 28 montre les resultats d'un test ELISA de 
reconnaissance de 1'IGF-1R (voir Exemple 18) k partir de surnageants de cellules cos7 

15 dont la concentration en IgGl/Kappa humaine avait et6 prealablement detenninee par 
ELISA (voir Exemple 17). Les courbes de titration des quatre anticorps recombinants 
testes se chevauchent parfaitement indiquant que leurs affinites relatives pour l'IGF-IR 
sont tres similaires. On en conclut done que la forme humanisee 1 de 7C10, composee de 
la chaine legere humanisee 1 (1 seul residu de souris present dans les regions charpentes) 

20 en combinaison avec la chaine lourde humanisee 1 (4 residus de souris presents dans les 
regions charpentes), reconnait specifiquement l'IGF-1 recepteur et a une affinity tres 
similaire a celle de l'anticorps chim&ique (regions variables de souris). 

Dans un deuxieme temps nous avons regarde l'influence du residu 2 (selon la 
nomenclature de Kabat) de la chaine legere humanisee de 7C10 (version humanisee 1 

25 versus humanisee 2, voir figure 19) sur la reconnaissance de l'IGF-IR. La figure 29 
montre les resultats du test ELISA de reconnaissance de l'IGF-IR (voir Exemple 18) k 
partir de surnageants de cellules cos7 dont la concentration en IgGl/Kappa humaine 
avait 6t& prealablement determine par ELISA (voir Exemple 17). Les deux versions 
humanisees 1 et 2 de la chaine legere ont et6 associees successivement avec 7C10 VH 

30 humanisee 1. Les courbes de titration des deux combinaisons se superposent indiquant 
que la mutation du residu 2 de la chaine legere, qui a ete change d'une valine dans la 



WO 03/059951 



76 



PCT/FR03/00178 



version humanisee 1 pour une isoleucine dans la forme humanisee 2, n'a apparemment 
aucune influence sur l'affinite relative de reconnaissance de l'IGFl recepteur. La forme 
humanisee 2 de la chaine 16gere de 7C10 constitue ainsi une version ou aucun residu de 
souris (hors CDRs) n'a ete conserve. Cette version, totalement humanisee, represente la 

5 version preferee de 7C10 VL. 

La version totalement humanisee de la chaine legere 7C10 (version humanisee 2, 
voir ci-dessus) a ete testee en association avec les trois versions humanisees de la chaine 
lourde de 7C10. La figure 30 montre les resultats du test ELISA de reconnaissance de 
1'IGF-1R a partir de surnageants de cellules cos7 dont la concentration en IgGl/Kappa 

10 humaine ayait ete prealablement determinee par ELISA (voir Exemple 17). Les courbes 
de titration sont tres similaires et se chevauchent pratiquement avec la courbe reference 
conespondant h l'anticorps chimerique, indiquant que les trois versions humanisees 1, 2 
et 3 de 7C10 VH donnent une meme affinite relative pour TIGF-1R quand elles sont 
associees a 7C10 VL humanisee 2. D'autres tests ELISA menes en parallele (resultats 

15 non montres) ont toutefois revele qu'une mutation ponctuelle du residu 71 
(nomenclature de Kabat) d'une arginine (souris) k une valine (humain) entrainait une 
petite perte d'affinite de l'anticorps correspondent pour 1'IGF-IR. II est ainsi raisonnable 
de penser que 7C10 VH humanisee 2 a la meme affinite relative pour 1'IGF-1R que 
7C10 VH humanisee 1. Cette forme humanisee 2 sera done preferee par rapport a la 

20 forme 1 puisqu'elle ne comporte que deux acides amines de souris (residus 30 et 71, voir 
figure 24). La forme humanisee 3 qui ne comporte plus aucun residu de souris (en dehors 
des CDRs) sera elle aussi preferee puisqu'elle ne semble entrainer qu'une perte 
minimal e d' affinite. 

En conclusion, il apparait que deux formes humanisees de l'anticorps 7C10 selon 
25 la presente invention sont particulierement preferees. Une forme constitute de 
l'association de 7C10 VH humanisee 2 (2 residus de souris conserves) avec 7C10 VL 
humanisee 2 (aucun residu de souris conserve) et une autre forme constitute de 
l'association de 7C10 VH humanisee 3 (aucun iesidu de souris conserve) avec 7C10 VL 
humanisee 2 (aucun residu de souris conserve). Cette derniere forme constitue la version 
30 humanisee ultime puisqu'aucun residu de souris n'est present h la fois dans les chaines 
lourde et legere. 
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Exemple 20. Expression de l'EGFR et de l'IGF-IR a la surface des cellules A549 

La synergie d'action obtenue par la co-administration de deux ACM 
respectivement diriges contre l'IGF-IR et l'EGFR a 6t€ ftudiee chez des souris nudes 
porteuses d'une tumeur du poumon non a petites cellules <5tablie par injection sous 

5 cutanee (s.c.) de cellules A549 (lignee cellulaire de carcinome de poumon). 

Dans un premier temps, et afin de s'assurer de la presence des deux r&epteurs 
IGF-IR et EGFR a la surface de la cellule A549 avant d'injecter celle-ci a la souris, un 
marquage pour lecture FACS de ces cellules a €t6 realise" avec respectivement l'ACM 
murin 7C10 anti-IGF-IR (figure 37B) et l'ACM murin 225 anti-EGFR (figure 37D). 

10 Pour ce faire, les cellules ont &e saturees 30 min a 4°C avec une solution de PBS 10 % 
SVF (Serum de veau foetal), lavees puis incubees 30 min a 4°C avec l'ACM d'interSt 
Apres 3 nouveaux lavages, l'anticorps secondaire anti-espece couple" au FTTC 
(isotbiocyanate de fluorosceuie) est ajoute. Apres 30 min d'incubation la lecture au 
FACS (« Fluorescence Activated Cells Sorter ») est effectuee a 520 nm (excitation 

15 488 nm). 

Les r6sultats presented dans les figures 37A a 37D montrent que les cellules A549 
presentent a leur surface un nombre comparable de recepteurs a l'EGF et a 1'IGFl. Dans 
les deux cas la population est homogene par rapport a la distribution de chacun des 
recepteurs. La specificity du marquage est confirmee par l'utilisation d'un controle 
20 isotypique (figure 37C). Ces rfsultats valident l'utilisation de la cellule A549 comme 
modele pour l'&ude d'une synergie d'action sur deux recepteurs IGF-IR et EGFR et pour 
l'6tude d'une collaboration de ces deux recepteurs. 

Exemple 21. Synergie d'action d'un ACM anti-IGF-IR et d'un ACM anti-EGFR 
coadministres in vivo, chez la souris nude dans Ie cadre d'un 
25 traitement antitumoral. 

Pour cette &ude, des souris nudes sont greff6es en s.c. avec 5.10 s cellules A549. 
Cinq jours apres la greffe de cellules, les tumeurs sont mesurees et un lot homogene de 
souris en terme de volume tumoral est constitu6. A partir de ce lot des groupes de 6 
souris sont generes au hasard. Ces souris seront traitees en intra peritoneal (i.p.), 2 fois 
30 par semaine avec chacun des ACM 7C10 et 225 individuellement a la dose de 
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250 ng/souris ou avec les deux ACM en co-administration. L'ACM 9G4 est administre 
comme controle isotypique d' experience. 

Les rfeultats pr6sent& dans la figure 38 montrent que chacun des anticorps 7C10 
et 225 administres seuls est capable d'induire une diminution significative de la 
5 croissance tumorale in vivo. On peut noter que les deux ACM testes ont une activity 
comparable sur la croissance de la tuxneur A549. De fa$K)n surprenante par rapport k la 
literature, une synergie significative est observe lors de Padministration simultan^e des 
deux ACM (p < ou = k 0.01 k chacun des temps de la cin&ique dans un test t) sugg&ant 
qu'il existe une collaboration des deux r6cepteurs pour la croissance optimale d'une 
10 tumeur in vivo et que, contrairement aux donn6es de la litterature, le blocage de Fun des 
deux axes ne suffit pas k inhiber totalement la croissance mediee par le second. 
Exemple 22. Etude de P activity antitumorale des anticorps murins 7C10 et 225 
coadministr£s chez des souris implantees en orthotopique avec des 
cellules A549. 

15 L'utilisation de modules orthotopiques pour revaluation de Pactivite 

antitumorale pr£sente un int6r€t particulier par rapport au processus de dissemination 
metastatique d'une tumeur. Afin d'evaluer Pactivite antitumorale d'un melange 
d'anticorps dirig£s respectivement contre PIGF-ER et PEGFR, 10 6 cellules A549 (cancer 
du poumon non a petites cellules) ont 6t6 implantees dans la cavite intra-pleurale de 

20 souris Nude. II est k noter que ce type d'implantation tumorale a pour consequence une 
dissemination metastatique semblable k celle observee chez Phomme et aboutit a la mort 
des anirnaux. La figure 39 montre que Padministration des anticorps 225 et 7C10 seuls 
pennet d'observer un gain comparable et significatif de survie. De fa9on surprenante, la 
co-administration de ces deux anticorps augmente de fa9on considerable la survie des 

25 anirnaux suggerant que ce traitement ait un impact sur la dissemination metastatique des 
cellules tumorales. 

Exemple 23. 7C10 et 7H2HM inhibe la phosphorylation de la tyrosine de la chaine 
P de 1'IGF-IR et de PIRS-I 

30 Des cellules MCF7 sont mises en culture pendant 24 heures k 5.10 cellules/cm 

(boites de 75 cm 2 , COSTAR) dans 20 ml de RPMI sans rouge de phenol additionne de 
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5 mM de glutamine, p6nicilline/streptomycine (respectivement 100 U / 100 ug/ml) et 
10 % de serum de veau foetal. Apres trois lavages en PBS, les cellules ont etc incubees 
pendant 12 heures en milieu (RPMI) sans rouge de phenol, depourvu de serum de veau 
foetal et additionne de 5 mM de glutamine, penicUline/streptomycine, serumalbumine 
5 bovine a 0,5 ug/ml (Sigma A-8022) et transferrine a 5 ug/ml (Sigma T8158). 

Pour l'activation, les cellules ont tout d'abord ete incub6es a 37°C pendant 2 
minutes avec des anticorps bloquant (10 ug/ml) puis l'IGF-I (Sigma B769, 50 ng/ml) a 
ete ajoute pour deux minutes suppl6mentaires. La faction a ete stoppee par aspiration du 
milieu d'incubation et les boites ont ete deposees sur de la glace. Les cellules ont &e 
10 solubilisees par addition de 0,5 ml de tampon de lyse (50 mM tris-HCL pH 7,5, 1 50 mM 
NaCl, 1 % Nonidet P40, 0,5 % sodium, deoxycholate), additionne d'inhibiteurs de 
protease (1 comprime pour 50 ml, Boehringer Ref.: 1697 498), et d'inhibiteurs de. 
phosphatase (Calbiochem Ref.: 524625 (1/100)). Les cellules ont ete raclecs et la 
suspension a ete recuperet et placee sur un agitateur a 4°C pendant 1,5 heures. Les 
15 solutions ont ete centrifugees a 12000 rpm pendant 10 rninutes (4°C) et les 
concentrations en proteines des sumageants ont ete quantifiers par BCA. 

500 ug de proteines du lysat cellulaire ont ete melangees avec l'anti-IGF-IR 
(Santa cru2 R6f.: sc-713) pour iinmunoprecipitation et incubees sur agitateur a 4°C 
pendant 1,5 heures. Les inmiunoprecipites ont ete recuperes par addition de proline A- 
20 agarose (Boehringer Ref.: 1 134 515) et incubes toute la nuit sur agitateur a 4°C. Pour 
l'inmiunoprecipitation d'IRS-1, des anticorps anti-IRS-1 couples a des billes d'agarose 
(Santa-cruz Ref.: 559Ac) ont 6t6 utihsfe. Les billes d'agarose ont ete lavees deux fois 
avec 1 ml de tampon de lyse, deux fois avec un tampon de lavage 1 (50 mM Tris-HCL 
pH 7,5 ; 500 mM NaCl ; 0,1 % Nonidet P40 ; 0,05 % sodium deoxycholate (Boehringer 
25 1 332 597), additionne d'inhibiteurs de protease et d'inhibiteurs de phosphatase) et une 
fois avec un tampon de lavage 2 (50 mM Tris-HCL ; 0,1 % Nonidet P40 ; 0,05 % 
sodium deoxycholate (Boehringer Ref.: 1 332 597), addition^ d'inhibiteurs de protease 
et d'inhibiteurs de phosphatase 1/100). Les inimunoprecipites ont ete remis en 
suspension dans du tampon Laemmli, chauffes a 100°C pendant 5 minutes. Les 
30 sumageants ont ete analyses par electrophorese sur gel SDS de polyacrylamide (8 % 
Novex EC6015). Les proteines ont ete transferees sur membrane de nitrocellulose suivi 



WO 03/059951 



PCT/FR03/00178 



80 



par soit un immunoblot avec des anticorps anti-phosphotyrosine conjugues a HKP 
(upstate Biotechnology 4G10) ou anti-chaine beta de l'IGF-IR ou anti-IRS-1 (Santa Cruz 
Ref.: sc 8038) suivi par un anticorps anti-lapin conjugue a HRP. Les empreintes ont ete 
rev&ees par chemiluminiscence (Amersham RPN 2209) suivi d'une radioautographie sur 

5 films Kodak X-mat AR. 

La figure 40A represente des cellules MCF7 non stimulees (0) ou stimulees soit 
avec IGF-1 (50 ng/ml) seul (0+IGF-1) ou combine avec des anticorps monoclonaux ou 
humanises anti-IGF-IR (10 ng/ml) 7C10, 1H7, 7H2HM Les anticorps 9G4 ou hlgGl 
sont des immunoglobulines murines ou humaines d'isotype IgGl utUisees comme 

10 contrc-le negatif de l'experience. Les chaines beta de l'IGF-IR ont ete. inimunoprecipitees 
et blottees avec des anticorps anti-tyrosine phosphorylee. Les resultats obtenus montrent 
que les anticorps monoclonaux ou humanises anti-IGF-IR 7C10, 1H7 et 7H2HM 
inhibent la phosphorylation de la tyrosine de la chaine beta de l'IGF-IR 

La figure 40B represente des cellules MCF7 non stimulees (0) ou stimulees soit 

15 avec IGF-1 (50 ng/ml) seul (0+IGF-1) ou combine avec des anticorps monoclonaux ou 
humanises anti-IGF-IR (10 ng/ml) 7C10, 1H7, 7H2HM. Comme decrit plus haut, les 
anticorps 9G4 ou hlgGl sont des immunoglobulines murines ou humaines d'isotype 
IgGl utUisees comme controle negatif de l'experience. L'IRS-1 a ete immunoprecipitS et 
blotte avec des anticorps anti-tyrosine phosphorylee. Les resultats obtenus montrent que 

20 les anticorps monoclonaux 7C10, 7H2HM et 1H7 inhibent la phosphorylation de la 
tyrosine del'IRS-1. 

Exemple 24. 7C10 et 7H2HM induit l'internalisation de l'IGF-IR 

Des cellules MCF7 et A549 ont ete mises en suspension a 1.10 7 cellules/ml dans 
du PBS avec 10 % de serum de veau foetal (tampon FACS). 1.10 6 cellules ont &6 

25 incubees 30 minutes a 37°C avec les anticorps monoclonaux a 10 ug/ml (7C10, 7G3, 
9G4) ou a 20 ug/ml pour 7H2HM. Apres lavage, les cellules ont et6 marquees a 4°C 
pendant 30 niinutes avec un anti-IGF-IR biotynile (anticorps monoclonal 12B1) et enfin 
incubees a 4°C pendant 30 minutes avec un conjugue de streptavidine-488 alexa Fluor . 
Les cellules ont et6 analysees par FACScan (Becton-Dickinson, Enembogegem, 

30 Belgique) avec le logiciel Cellquest apres eliniination des debris. 
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La figure 41 montre les cellules A549 sans coloration (1 CT pic), les cellules A549 
incubees avec 7C10 ou 7H2HM (2* ffle pic) et les cellules A549 incubees avec une IgGl 
de souris ou de rat irrelevante (3*** pic). On observe une diminution par deux de 
l'expression de surface de l'IGF-IR par les cellules lorsque les cellules ont ete 

5 pr6alablementincub6esavec7C10ou7H2HM. 

Exemple25. 7C10 et 7H2HM induit la degradation de l'IGF-IR 

Des ceUules MCF-7 ont ete cultivees pendant 24 heures a 10.10 4 ceUules/cm 2 
(75 cm 2 , Costar) dans 15 ml de milieu complet. Ensuite, les cultures ont 6t6 lavees trois 
fois avec du PBS et incub6es pendant 12 heures avec du milieu d6pourvu de serum. 

10 Ensuite, les cellules ont et6 incubees avec de la cycloheximide a 25 ug/ml seul ou avec 
lOug/ml d'anticorps monoclonal 7C10, 9G4, 7G3 ou de l'IGF-I (50 ng/ml). Dans 
certaines experiences, avant incubation avec les anticorps monoclonaux, les cellules ont 
ete traitees pendant 1 heure a 37°C avec du MG-132 (10 uM, Calbiochem 474791) pour 
inhiber les activites du prot6asome. Apres l'incubation, les cellules ont ete lavees et 

15 solubilisees par addition d'un tampon de lyse. 20 ug de prolines ont ete analysees par 
61ectrophorese sur gel de polyacrilamide a 8 % de SDS et transferees sur une membrane 
de nitrocellulose suivie par un immunoblot anti chaine beta de l'IGF-IR tel que decrit 
plushaut 

L'analyse par western-blot (figure 42A) de l'int6grite de l'IGF-IR montre que 
20 7C10 et 7H2HM induisent la degradation du recepteur alors que le ligand naturel 
n'entraine aucune degradation de ce dernier. Aucune degradation du recepteur n'est 
observee avec le 9G4, anticorps irrelevant utilise comme contr61e isotypique. La figure 
42B met, quant a elle, en evidence que la degradation est inhibee par un inhibiteur de 
prot^asome MG132 (periode d'incubation de 2 heures). 
25 Des resultats comparables ont ete obtenus avec l'anticorps humanise 7H2HM 

(figure 42C). 
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REVENPICATIONS 

1. Anticorps isoie, ou Tun de ses fragments fonctionnels, ledit anticorps ou 
l'un de sesdits fragments etant capable de se Her au r&epteur humain du facteur de 

5 croissance I apparent^ k l'insuline IGF-IR et, le cas echeant, d'inhiber la fixation 
naturelle de ses ligands IGF1 et/ou IGF2 et/ou capable d'inhiber specifiquement 
1'activite tyrosine kinase dudit r6cepteur IGF-IR, caract6rise en ce qu'il comprend une 
chaine tegere comprenant au moins une region CDR determinant la complementarity 
choisie parmi les CDRs de sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6, ou au moins un CDR dont la 

10 sequence prdsente au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence 
SEQ ID No. 2, 4 ou 6, ou en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant au moins 
un CDR choisie parmi les CDRs de sequence SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou au moins un 
CDR dont la sequence prdsente au moins 80 % d'identite apr£s alignement optimal avec 
la sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 

15 2. Anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon la revendication 1 , 

caracterise en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant au moins un CDR de 
sequence SEQ ID No. 12 ou une sequence presentant au moins 80 % d'identite apr&s 
alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 12. 

3. Anticoips, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon la revendication 1 
20 ou 2, caracterise en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant au moins deux des 

trois CDRs ou les trois CDRs de sequence SEQ ED Nos. 8, 10 et 12, ou au moins deux 
de trois CDRs ou trois CDRs de sequence presentant respectivement au moins 80 % 
d'identite aprfcs alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 

4. Anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon Tune des 
25 revendications 1 & 3, caracterise en ce qu'il comprend une chaine 16g£re comprenant au 

moins un CDR choisie parmi les CDRs de sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6, ou un CDR 
dont la sequence presente au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la 
sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6. 

5. Anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon Tune des 
30 revendications 1 & 4, caracterise en ce qu'il comprend une chaine legdre comprenant au 

moins deux des trois CDRs ou les trois CDRs de sequence SEQ ID Nos. 2, 4 et 6, ou au 
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moins deux de trois CDRs ou trois CDRs de sequence presentant respectivement au 
moins 80 % d'identitf aprfes alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 2, 4 et 6. 

6. Anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon Tune des 
revendications 1 i 5, caractfris6 en ce qu'il ne se fixe pas de maniere significative au 

5 rScepteur humain IR de l'insuline. 

7. Anticorps selon l'une des revendications 1 & 6, caract&isd en ce que ledit 
fragment fonctionnel est choisi parmi les fragments Fv, Fab, (Fab% Fab', scFv, scFv-Fc 
et les diabodies, ou tout fragment dont la demie-vie aurait et<§ augments comme des 
fragments p6gyl£s. 

10 8. Hybridome murin capable de secr&er un anticorps selon l'une des 

revendications 146. 

9. Hybridome murin selon la revendication 8 dSposS k la CNCM, Institut. 
Pasteur, Paris, le 19 septembre 2001 sous le num£ro 1-2717. 

10. Anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, caract6ris6 en ce que 
15 ledit anticorps est s6cr&6 par l'hybridome selon la revendication 9. 

11. Anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels, selon l'une des 
revendications 1 k 7, caract&is6 en ce que ledit anticorps comprend une chaine tegere de 
sequence comprenant la sequence d'acide amin6 SEQ ID No. 54, ou une sequence 
presentant au moins 80 % d'identitf aprfcs alignement optimal avec la sequence SEQ ID 

20 No. 54, ou/et en ce qu'il comprend une chaine lourde de sequence comprenant la 
sequence d'acide amin6 SEQ ID No. 69, ou une sequence pr&entant au moins 80 % 
d'identitS aprds alignement optimal avec la sequence SEQ ED No. 69. 

12. Anticorps ou l'un de ses fragments fonctionnels, selon la revendication 
1 1 , caract&is6 en ce que ledit anticorps est un anticorps chim&ique et comprend en outre 

25 les regions constantes de chaine 16g&e et de chaine lourde derives d'un anticorps d'une 
espfece h&Grologue & la souris. 

13. Anticorps chim&ique, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon la 
revendication 12, caract&is6 en ce que ladite espece h&6rologue est 1'Homme. 

14. Anticorps chim&ique, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon la 
30 revendication 13, caract6ris6 en ce que les regions constantes de chaine l<Sg£re et de 

chaine lourde d6riv6es d'un anticorps humain sont respectivement la region kappa et, 
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gamma- 1, gamma-2 ou gamma-4. 

15. Anticorps ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon l'une des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que ledit anticorps est un anticoips humanise et 
comprend une chaine legere et/ou une chaine lourde dans lesquelles les segments de 

5 squelette FR1 a FR4 de ladite chaine legere et/ou chaine lourde sont derives 
respectivement de segments de squelette FR1 a FR4 de chaine legere et/ou de. chaine 
lourde d'anticorps humains. 

16. Anticorps humanis6, ou l'un de ses fragments fonctionnels, selpn la 
revendication 15, caracterise en ce que ledit anticorps comprend une chaine 16gere 

10 comprenant la sequence d'acide amin6 SEQ ID No. 61 ou 65, ou une sequence 
presentant au moins 80 % d'identite apres aUgnement optimal avec la sequence SEQ ID 
No. 61 ou 65, ou/et en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant la sequence 
d'acide amine SEQ ID No. 75, 79 ou 83, ou une sequence presentant au moins 80 % 
d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 75, 79 ou 83. 

15 17. Anticorps humanise, ou l'un de ses fragments fonctionnels, selon la 

revendication 15 ou 16, caracterise en ce que ledit anticorps comprend une chaine legexe 
comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 65, et en ce qu'il comprend une 
chaine lourde de sequence comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 79 ou 83, 
de preference SEQ ID No. 83. 

20 18. Acide nucleique isole caracterise en ce qu'il est choisi parmi les acides 

nucleiques suivants : 

a) un acide nucleique, ADN ou ARN, codant pour un anticorps, ou l'un de 
ses fragments fonctionnels, selon l'une des revendications 1 a 7 et 10 a 17 ; 

b) un acide nucleique complementaire d'un acide nucleique tel que defini en 

25 a) ; et 

c) un acide nucleique d'au moins 1 8 nucleotides capable d'hybrider dans des 
conditions de forte stringence avec au moins l'un des CDRs de sequence SEQ ID No. 1, 
3, 5, 7, 9 ou 11, ou avec une s6quence presentant au moins 80 % d'identite apres 
alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 1, 3, 5, 7, 9 ou 1 1. 

30 19. Vecteur comprenant un acide nucl&que selon la revendication 18. 

20. Cellule h6te comprenant un vecteur selon la revendication 19. 
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21 . Animal transg&iique ft l'exception de l'Homme comprenant au moins une 
cellule transform^ par un vecteur selon la revendication 19. 

22. Proc<§d6 de production d'un anticorps, ou Tun de ses fragments 
fonctionnels, selon Tune des revendications 1 ft 7 et 10 ft 17, caracterise en ce qu'il 

5 comprend les etapes suivantes : 

a) la culture dans un milieu et conditions de culture appropri6s d'une cellule 

selon la revendication 20 ; et 

b) la recuperation desdits anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, 
ainsi produits ft partir du milieu de culture ou desdites cellules cultivges. 

10 23. Anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, susceptible d'etre 

obtenu par un proc6d6 selon la revendication 22. 

24. Anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon Tune quelconque des 
revendications 1 ft 7, 10 ft 17 et 23, caracterise en ce qu'il est, en outre, capable de se 
fixer sp6cifiquement sur le nfcepteur humain du facteur de croissance de l'epiderme 

15 et/ou capable d'inhiber sp6cifiquement l'activite tyrosine kinase dudit recepteur EGFR. 

25. Anticorps selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il consiste en un 
anticorps bisp£cifique et en ce qu'il comprend, un second motif inhibant specifiquement 
la fixation, de l'EGF sur le r6cepteur humain du facteur de croissance de l'epiderme 
EGFR et/ou inhibant specifiquement l'activite tyrosine kinase dudit recepteur EGFR. 

20 26. Anticorps selon la revendication 25, caracterise en ce qu'il est bivalent ou 

tetravalent 

27. Anticorps selon l'une des revendications 25 ou 26, caracterise en ce que ledit 
second motif est selection^ parmi les fragments Fv, Fab, (Fab') 2 , Fab', Fab'PEG, scFv, 
scFv-Fc et les diabodies, ou toute forme dont la demie-vie aurait 6t6 augments. 
25 28. Anticorps selon l'une quelconque des revendications 25 ft 27, caracterise en 

ce que ledit second motif anti-EGFR est issu de l'anticorps monoclonal de souris 225, 
son d£riv£ chimerique souris-homme C225, ou un anticorps humanise derive de cet 
anticorps 225. 

29. Anticorps, ou 1'un de ses fragments fonctionnels, selon l'une des 
30 revendications 1 ft 7, 10 ft 17 et 23 ft 27 ft titre de medicament. 

30. Composition comprenant ft titre de principe actif un compose consistant 
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en un anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels, selon l'une des revendications 1 a 

7, 10 a 17 et 23 a 29. 

31. Composition selon la revendication 30, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un deuxieme compose choisi parmi les composes capables d'inhiber 

5 specifiquement la fixation de l'EGF sur le recepteur humain du facteur de croissance de 
l'epiderme EGFR et/ou capable d'inhiber specifiquement l'activite tyrosine kinase dudit 
recepteur EGFR. 

32. Composition selon la revendication 31, caracterisee en ce que ledit 
deuxieme compose est choisi parmi les anticorps anti-EGFR isoles, ou leurs fragments 

10 fonctionnels, capables d'inhiber par competition la fixation de l'EGF sur l'EGFR. 

33. Composition selon la revendication 32, caracterisee en ce que ledit 
anticorps anti-EGFR est choisi parmi les anticorps anti-EGFR monoclonaux, 
chimeriques ou humanises, ou leurs fragments fonctionnels. 

34. Composition selon l'une des revendications 32 ou 33, caracterisee en ce 
15 que lesdits fragments fonctionnels de l'anticoips anti-EGFR sont choisis parmi les 

fragments Fv, Fab, (Fab% Fab', scFv-Fc et les diabodies, ou tout fragment dont la 
demie vie aurait 6t6 augmentee comme des fragments p6gyles. 

35. Composition selon l'une des revendications 32 a 34, caracterisee en ce 
que ledit anticorps anti-EGFR est I'anticorps monoclonal de souris 225, son derive 

20 chim6rique souris-homme C225, ou un anticorps humanise derivd de cet anticorps 225. 

36. Composition selon l'une quelconque des revendications 30 a 35, 
caracterise en ce qu'elle comprend, en outre, comme produit de combinaison pour une 
utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps, un agent cytotoxique/cytostatique 
et/ou un inhibiteur de l'activite tyrosine kinase respectivement des recepteurs a l'IGF-I 

25 et/ou a l'EGF. 

37. Composition selon la revendication 36, caracterise en ce que ledit agent 
cytotoxique/cytostatique est choisi parmi les agents interagissant avec l'ADN, les 
antimetabolites, les inhibiteurs de topoisomerases I ou H, ou les agents inhibiteurs ou 
stabilisateurs du fuseau ou encore tout agent susceptible d'etre utilise en chimiotherapie. 
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38. Composition selon la revendication 36 ou 37, caracterisee en ce que ledit 
agent cytotoxique/cytostatique est couple chimiquement a au moins Tun des elements de 
ladite composition pour une utilisation simultan6e. 

39. Composition selon la revendication 37 ou 38, caract6risee en ce que ledit 
5 agent cytotoxique/cytostatique est choisi parmi les agents inhibiteurs ou stabilisateurs du 

fuseau, de preference la vinorelbine, la vinflunine ou la vincristine. 

40. Composition selon l'une des revendications 36 a 39, caracterisee en ce 
que ledit inhibiteur de Tactivite tyrosine kinase respectivement des recepteurs a l'IGF-I 
et/ou a l'EGF est s61ectionne dans le groupe consistant en des agents naturels derives, 

10 des dianilinophtalimides, des pyrazolo- ou pyn-olo-pyridopyrimidines ou encore des 
quinazi lines. 

41. Composition selon l'une quelconque des revendications 30 k 40, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, en outre, un autre compose anticorps dirige contre 
le domaine extracellulaire du recepteur HER2/neu, comme produit de combinaison pour 

15 une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps destinee a la prevention et au 

traitement de cancer. 

42. Composition selon la revendication 41, caracterisee en ce que ledit 
anticorps dirig6 contre le domaine extramembranaire du recepteur HER2/neu est le 
Trastuzumab, ou Tun de ses fragments fonctionnels. 

20 43. Composition selon l'une quelconque des revendications 30 a 42, 

caracterise en ce que l'un, au moins, desdits anticorps, ou Tun de leur fragment 
fonctionnel, est conjugue avec une toxine cellulaire et/ou un radioelement 

44. Composition selon l'une des revendications 30 a 43, a titre de 
medicament. 

25 45. Utilisation d'un anticorps, ou l'un de ses fragments fonctionnels, selon 

l'une des revendications 1 a 7, 10 a 17 et 23 a 29 et/ou d'une composition selon l'une 
quelconque des revendications 30 a 44 pour la preparation d'un medicament destine a la 
prevention ou au traitement d'une maladie liee a une surexpression et/ou une activation 
anormale du recepteur IGF-IR et/ou EGFR, et/ou liee a une hyperactivation de la voie de 

30 transduction du signal medie par l'interaction de l'IGFl ou IGF2 avec IGF-IR et/ou de 
l'EGF avec EGFR. 
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46. Utilisation selon la revendication 45, caracterisee en ce que 
l'administration dudit medicament n'induit pas ou peu d'effets secondaires lies a une 
inhibition du recepteur IR de rinsuline. 

47. Utilisation selon la revendication 45 ou 46 pour la preparation d'un 
5 m6dicament destine a inhiber la transformation de cellules normales en cellules a 

caractere tumoral, de preference IGF, notamment IGF1 et/ou IGF2, dependants, et/ou 
EGF dependante et/ou HER2/neu dependante. 

48. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 45 a 47 pour la 
preparation d'un medicament destine a inhiber la croissance et/ou la proliferation de 

10 cellules tumorales, de preference IGF, notamment IGF1 et/ou IGF2, dependante et/ou 
EGF dependante et/ou estrogenes et/ou HER2/neu dependante. 

49. Utilisation selon l'une des revendications 45 a 48, pour la preparation 
d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de cancer. 

50. Utilisation selon la revendication 49, caracterisee en ce que ledit cancer 
15 est un cancer choisi parmi le cancer de la prostate, les osteosarcomes, le cancer du 

poumon, le cancer du sein, le cancer de l'endometre ou le cancer du c61on. 

51. Utilisation selon l'une des revendications 45 a 48, pour la preparation 
d'un medicament destine a la prevention ou au traitement du psoriasis. 

52. Methode de diagnostic in vitro de maladies induites par une surexpression 
ou une sousexpression du recepteur IGF-IR et/ou EGFR a partir d'un echantillon 
biologique dont on suspecte la presence anormale en recepteur IGF-IR et/ou EGFR, 
caracterisee en ce qu'on met en contact ledit echantillon biologique avec un anticorps 
selon l'une des revendications 1 a 7, 10 a 17 et 23 a 29, ledit anticorps pouvant etre, le 
cas echeant, marque. 

25 53. Kit ou necessaire pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic de 

maladies induites par une surexpression ou une sousexpression du recepteur IGF-IR 
et/ou EGFR ou pour la mise en oeuvre d'un procede pour la detection et/ou la 
quantification d'une surexpression ou d'une sousexpression du recepteur IGF-IR et/ou 
EGFR dans un echantillon biologique, de preference une surexpression dudit recepteur, 

30 caracterise en ce que ledit kit ou necessaire comprend les elements suivants : 
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a) un anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon Pune des 
revendications U 7, 10 h 17 et 23 a 29 ; 
b) eventuellement, les rSactifs pour la constitution du milieu propice k la 
reaction immunologique ; 
5 c) eventuellement, les reactifs pennettant la mise en Evidence des complexes 

IGF-IR/anticoips et/ou EGFR/anticorps produits par la reaction immunologique. 

54. Utilisation d'un anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon 
Tune des revendications 1 a 7, 10 k 17 et 23 & 29, pour la preparation d'un medicament 
destine au ciblage sp6cifique d'un compose biologiquement actif vers des cellules 
10 exprimant ou surexprimant le recepteur IGF-IR et/ou EGFR. 
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ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGAAGTGAT 

I + + + + + + 60 

TACTTCAACGGACAATCCGACAACCACGACTACAAGACCTAAGGACGAAGGTCTTCACTA 
ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT 

oligo MKV-1 LMFWIPASRS D 

extremite 3' peptide leader 
GTTTTGATGACCCAAATTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATC 

6! + + + + + + 120 

CAAAACTACTGGGT TTAAGGTGAGAGGGACGGACAGT CAGAACCTCT AGTTCGGAGGTAG 

VLMT Q I PLSLPVSLGDQASI 

TCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTACAATGGTAC 

121 + + + + + + 180 

AGAACGTCTAGATCAGTCTCGTAACATGTATCATTACCTTTGTGGATAAATGTTACCATG 

S C RSSQSIVHSNGNTYLQ W Y 

CDR 1 

CTGCAGAAACCAGGTCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGACTTTAT 

181 + + + + + + 240 

GACGTCTTTGGTCCAGTCAGAGGTTTCGAGGACTAGATGTTTCAAAGGTTGGCTGAAATA 

LQKPGQSPKLLIY K V S N R L Y 

CDR 2 

GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGC 

241 + + + + + + 300 

CCCCAGGGTCTGTCCAAGTCACCGTCACCTAGTCCCTGTCTAAAGTGTGAGTTCTAGTCG 

GVPDRFSGSGS G TDFTLKIS 

AGCGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTGG 

301 + + + + + + 360 

TCGCACCTCCGACTCCTAGACCCTCAAATAATGACGAAAGTTCCAAGTGTACAAGGCACC 

SVEAEDLGVYYC FQGSHVPW 

CDR 3 

GG 

ACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCC 

361 + + + + + + 420 

TGCAAGCCACCTCCGTGGTTCGACCTTTAGTTTGCCCGACTACGACGTGGTTGACATAGG 

TFGGGTKLEIK 

MKC oligo 
TAGAAGGGTGGTAGGTCA 
ATCTTCCCACCATCCAGT 

421 + 438 

TAGAAGGGTGGTAGGTCA 
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ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCTCTTGACAGCCATTCCTGGTATCCTGTCTGATGTA 

1 + + + + + + 60 

TACTACCACAATTCAGAAGACATGGACAACTGTCGGTAAGGACCATAGGACAGACTACAT 
MHV-12 ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT 
MHV-8 ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG 

LLTAIPGILS D V 
extremity 3' peptide leader 
CAGCTTCAGGAGTCAGGACCTGGCCTCGTGAAACCTTCTCAGTCTCTGTCTCTCACCTGC 

61 + + + + + + 120 

GTCGAAGTCCTCAGTCCTGGACCGGAGCACTTTGGAAGAGTCAGAGACAGAGAGTGGACG 

QLQESG PGLVKPSQ SL SLTC - 

TCTGTCACCGGCTACTCCATCACCGGTGGTTATTTATGGAACTGGATCCGGCAGTTTCCA 

12i + + + + + + 180 

AGACAGTGGCCGATGAGGTAGTGGCCACCAATAAATACCTTGACCTAGGCCGTCAAAGGT 



SVTGYSIT G G Y L W N W I R Q , F P 

CDR 1 

GGAAACAAACTGGAGTGGATGGGCTACATAAGCTACGACGGTACCAATAACTACAAACCA 

181 + + + + + + 240 

CCTTTGTTTGACCTCACCTACCCGATGTATTCGATGCTGCCATGGTTATTGATGTTTGGT 

GNKLEWMG YISYPGTN NYKP - 

CDR 2 

TCTCTCAAAGATCGAATCTCCATCACTCGTGACACATCTAAGAACCAGTTTTTCCTGAAG 

241 + + + + + + 300 

AGAGAGTTTCTAGCTTAGAGGTAGTGAGCACTGTGTAGATTCTTGGTCAAAAAGGACTTC 

S L K D R I S ITRDTJSKNQFFLK - 

TTGAATTCTGTGACTAATGAAGACACAGCTACATATTACTGTGCAAGATACGGTAGGGTC 

301 + + + + + + 360 

AACTTAAGACACTGATTACTTCTGTGTCGATGTATAATGACACGTTCTATGCCATCCCAG 



LNSVTNEDTATYYCAR Y G R V - 

CDR 3 

GG6 

TTCTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACGACACCC 

361 + + + + + + 420 

AAGAAACTGATGACCCCGGTTCCGTGGTGAGAGTGTCAGAGGAGTCGGTTTTGCTGTGGG 

F F D Y WGQGTTLTVSS 

oligo MHC-l 
GGTAGACAGATAGGTGAC 
CCATCTGTCTATCCACTG 

42i + 438 

GGTAGACAGATAGGTGAC 
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FIGURE 16 



3 7 CDR 1 

7C10 VL souris DVLMTQIPLSLPVSLGDQASISC RSSQSIVHSNGNTYLQ 

DRB1-4.3 T E 

C94-5B11'CL T E 

Kabat sgll souris . .V. . .T L E 

CDR 2 

7C10 VL souris WYLQKPGQSPKLLIY KVSNRLY GVPDRFSGSGSGTDFTL 

DRB1-4.3 FS 

C94-5B11'CL PS 

Kabat sgll souris PS 

77 CDR 3 

7C10 VL souris KISSVEAEDLGVYYC FQGSKVBWT FGGGTKLEIK 

DRB1-4.3 ...R P' -- s D - 

C94-5Bll f CL ...R 

Kabat sgll souris . . - R T. . .Y 
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CDR 1 

7C10 VL souris DVLMTQI PLSLPVSLGDQASISC RSSQSIVHSNGNTYLQ 

GM607 .IV...S TP.EP LL YN. .D 

DPK15/A19 .IV...S TP.EP YN. .D 

Rabat sgll hu .IV...S TP.EP LL..D.XX. .X 

CDR 2 

7C10 VL souris WYLQRPGQS PKLLI Y KVSNRLY GVPDRFSGSGSGTDFTLK 

GM607 Q LG. . .'AS 

DPK15/A19 Q LG. . .AS 

Rabat sgll hu Q L AS , 

CDR 3 

7C10 VL souris ISSVEAEDLGVYYC FQGSBVFWT FGGGTRLEIR 

GM607 . .R V M.ALQT.Q. ..Q...V... 

DPK15/A19 ..R V M.ALQT. 

Rabat sgll hu . .R V M.ALQX.R. . .Q...V... 



FIGURE 18 

CDR 1 

7C10 VL souris DVLMTQI PLSLPVSLG DQAS ISC RSSQSIVHSNGNTYLQ 

G M 607 .IV. ..S TP.EP LL YN. .D 

7C10 VL Humanisee 1 ..V...S TP.EP 

7C10 VL Humanisee 2 .IV...S TP.EP 

CDR 2 

7C10 VL souris WYLQRPGQSPRLLIY KVSNRLY G VPDRFSGSGSGTDFTL 

GM 607 Q LG. . .AS 

7C10 VL Humanisee 1 Q 

7C10 VL Humanis6e 2 Q 

CDR 3 

7C10 VL souris RISSVEAEDLGVYYC FQGSHVPWT FGGGTRLEIR 

GM 607 . . -R V M.ALQT. Q. . .Q. . .V. . . 

7C10 VL Humanis6e 1 . . .R V Q. . .V. . . 

7C10 VL Humanisee 2 ...R V Q...V... 
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Mlul 

I 

GTCAGAACGCGTGCCGCCACCATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGG 

I + + + + + + 60 

CAGTCTTGCGCACGGCGGTGGTACTTCAACGGACAATCCGACAACCACGACTACAAGACC 

MKLPVRLL VLMFW - 
Peptide leader 

TTTCCTGCTTCCAGCAGTGATGTTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACC 

61 + + + + + + 120 

AAAGGACGAAGGTCGTCACTACAACACTACTGAGTCAGAGGTGAGAGGGACGGGCAGTGG 

2 

F P A S S S DVVMTQSPLSLPVT 

CCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGA 

121 + + + + + + 180 

GGACCTCTCGGCCGGAGGTAGAGGACGTCCAGATCAGTCTCGTAACATGTATCATTACCT 

CDR 1 

PGEPASISC RSSQSIVHSNG 
Kpnl 
I 

AACACCTATTTGCAATGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTAT 

181 + + + + + + 240 

TTGTGGATAAACGTTACCATGGACGTCTTCGGTCCCGTCAGAGGTGTCGAGGACTAGATA 

N T Y L Q WYLQKPGQS PQLLIY 

AAAGTTTCTAATCGGCTTTATGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACA 

241 + + + + + + 300 

TTTCAAAGATTAGCCGAAATACCCCAGGGACTGTCCAAGTCACCGTCACCTAGTCCGTGT 
CDR 2 

K V S N R L Y GVPDRFSGSGSGT 

GATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCTTT 

301 + + + + + + 360 

CTAAAATGTGACTTTTAGTCGTCTCACCTCCGACTCCTACAACCCCAAATAATGACGAAA 

DFTLKISRVEAEDVGVYYCF 

CAAGGTTCACATGTTCCGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTGAG 

361 + + + + + + 420 

GTTCCAAGTGTACAAGGCACCTGCAAGCCGGTTCCCTGGTTCCACCTTTAGTTTGCACTC 
CDR 3 

QGSHVPWT FGQGTKVEIK 
BamHI 
I 

TGGATCCTCTGCG 

421 + 433 

ACCTAGGAGACGC 
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Mlul 

GTCAGAACGCGTGCCGCCACCATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGG 

± + + + + + + 60 

CAGTCTTGCGCACGGCGGTGGTACTTCAACGGACAATCCGACAACCACGACTACAAGACC 

MKLPVRLLVLMFW - 
Peptide leader 

TTTCCTGCTTCCAGCAGTGATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACC 

61 + + + + + + 120 

AAAGGACGAAGGTCGTCACTACAACACTACTGAGTCAGAGGTGAGAGGGACGGGCAGTGG 

2 

F P A S S S DIVMTQSPLSLPVT - 

CCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGA 

121 + + + + + + 180 

GGACCTCTCGGCCGGAGGTAGAGGACGTCCAGATCAGTCTCGTAACATGTATCATTACCT 

CDR 1 

PGEPASISC RSSQSIV HS NG - 
Kpnl 



AACACCTATTTGCAATGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTAT 

181 + + + + + + 240 

TTGTGGATAAACGTTACCATGGACGTCTTCGGTCCCGTCAGAGGTGTCGAGGACTAGATA 

N T Y L Q WYLQKPGQS PQL'LIY 

T^AGTTTCTAATCGGCTTTATGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACA 

241 + + + + + + 300 

TTTCAAAGATTAGCCGAAATACCCCAGGGACTGTCCAAGTCACCGTCACCTAGTCCGTGT 

CDR 2 

K V S N R L Y GVPDRFSGSGSGT 



GATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCTTT 

301 + + + + + + 360 

CTAAAATGTGACTTTTAGTCGTCTCACCTCCGACTCCTACAACCCCAAATAATGACGAAA 

DFTLKISRVEAEDVGVYYCF 

CAAGGTTCACATGTTCCGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTGAG 

361 + + + + — +— + 420 

GTTCCAAGTGTACAAGGCACCTGCAAGCCGGTTCCCTGGTTCCACCTTTAGTTTGCACTC 

CDR 3 

QGSHVPWT FGQGTKVEIK 
BamHI 
I 

TGGATCCTCTGCG 

421 + 433 

ACCTAGGAGACGC 
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7C10 VH 
AN03'CL 

Rabat sgl(A) 



n 27 CDR 1 

DVQLQE S G PGL VKP S QSL S LT C S VT G Y S I T GGYLWN WIRQ 

S. .Y 

E S T D. . . S. . WN. . . . 



7C10 VH 
AN03'CL 

Rabat sgl (A) 



CDR 2 

FPGNKLEWMG YISYDGTNNYKPSLKD RISITRDTSKNQFFL 

N. . .N. . .N N 

S.STY.N S Y. . 



7C10 VH 
AN03'CL 

Rabat sgl (A) 



84 CDR 3 

KLNSVTNEDTATYYCAR YGRV-FFDY WGQGTTLTVSS 

T E.YGY 

Q T • G.YGYG V 



FIGURE 22 



Rch 1 30 CDR 1 Rch 2 

7C10 VH souris ' DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSIT GGYLWN WIRQ 

human Rabat sgll Q T T.S.G.VS SYWS 

human VH FORI' CL Q ET T.S....S S..Y.S .... 

human Germ-line Q ...... ET T.S....S S. . Y. S .... 

Rch 2 48 CDR 2 67 71 Rch 3 

7C10 VH souris FPGNKLEWMG YISYDGTNNYKPSLKD RISITRDTSKNQFFL 

human Rabat sgll P.. KG. ..I. R.Y.S~STX.N S .VT.SV S. 

human VH FURl'CL P.. KG... I. SMFHS.SSY.N. S .VT.SV S. 

human Germ-line P.. KG... I. S.YHS.STY.N S .VT.SV S. 

Rch 3 CDR 3 Rch 4 

7C10 VH souris KLNSVTNEDTATYYCAR YGRVFFDY WGQGTTLTVSS 

human Rabat sgll ..S AA. . .V ELPGGYDV LV. . . . 

human VH FURl'CL Q.R. . .AA. . .V GRYCSSTSCNWFDP LV 

human Germ-line . . S . . . AA ... V 
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30 CUR 1 48 
7C10 VH souris DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSIT GGYLWN WIRQFPGNKLEWMG 

human germline Q ET T.S. . . .8 8. .X.G . . . .P. .KG. . .1. 

VH Humanist 1 Q ET T.S P.. KG 

VH Humanist 2 Q ET T.S P.. KG... I, 

VH Humanist 3 Q ET T.S....S P.. KG... I. 

GDR 2 67 71 

7C10 VH souris YISYDGTNNYKPSLKD RISITRDTSKNQFFL^LNSVTNEDTATYYCAR 

human germline S.FHS.SSY.N. . . .S .VT.SV S. . .S. . .AA. . .V 

VH Humanise 1 T.S S . . . S . . . AA. . . V 

VH Humanise 2 VT.S S . . . S . . . AA. . . V 

VH Humanise 3 VT.SV S. . .S. . .AA. . .V 



7C10 VH souris 
human germline 
VH Humanise 1 
VH Humanise 2 
VH Humanise 3 



CGR 3 

YGRVFFDY WGQGTTLTVSS 

• •••••»• »••-• Li V . . . . 

• •••«■•« IiV .... 
•«••».». ..... LV .... 
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Mlul 

GTCAGAACGCGTGCdGCCACCATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTCTTGACAGCCATT 

1 + + + + + + 

CAGTCTTGCGCACGGCGGTGGTACTTTCACAACTCAGACAACATGGAGAACTGTCGGTAA 



MKVLSLLYLLTAI 
Peptide leader 

CCTGGTATCCTGTCTCAGGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCG 

61 + + + + + + 120 

GGACCATAGGACAGAGTCCACGTCGAAGTCCTCAGCCCGGGTCCTGACCACTTCGGAAGC 

p G I L S QVQLQESGPGLVKPS 

GAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTTACTCCATCACCGGTGGTTATTTATGG 

121 + + + + + + 180 

CTCTGGGACAGGGAGTGGACGTGACAGAGACCAATGAGGTAGTGGCCACCAATAAATACC 

30 CDR 1 

et'lsltctvsg.ysit G G Y L W - 

AACTGGATACGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATGGGGTATATCAGCTACGAC 

181 + + + + + + 240 

TTGACCTATGCCGTCGGGGGTCCCTTCCCTGACCTCACCTACCCCATATAGTCGATGCTG 

48 

NWI RQPPGKGLEWMG Y I S Y D 
Kpnl 

GGTACCAATAACTACAAACCCT CCCTCAAGGATCGAATCACCATATCACGT GACACGTCC 

241 + + + + + + 300 

CCATGGTTATTGATGTTTGGGAGGGAGTTCCTAGCTTAGTGGTATAGTGCACTGTGCAGG 

CDR 2 67 71 

G TWNYKPSLKD RITISRDTS - 



AAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACTGCAGTGTATTAC 

301 + + + + + + 360 

TTCTTGGTCAAGAGGGACTTCGACTCGAGACACTGGCGACGCCTGTGACGTCACATAATG 

KNQFSLKLS SVTAADTAVYY 

TGTGCGAGATACGGTAGGGTCTTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC 

361 + + + + + + 420 

ACACGCTCTATGCCATCCCAGAAGAAACTGATGACCCCGGTCCCTTGGGACCAGTGGCAG 

CDR 3 

CAR YGRVFFDY WGQGTLVTV - 

BamHI 
I 

TCCTCAGGTGAGTGGATCCTCTGCG 

421 + + 445 

AGGAGTCCACTCACCTAGGAGACGC 

S S 
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Mlul 

GTCAGAACGCGTGCCGCCACCATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTCTTGACAGCCATT 

x + + + + + + 60 

CAGTCTTGCGCACGGCGGTGGTACTTTCACAACTCAGACAACATGGAGAACTGTCGGTAA 

MKVLS LLYLLTAI 
Peptide leader ~ 
CCTGGTATCCTGTCTCAGGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCG 

61 + + + + + + 120 

GGACCATAGGACAGAGTCCACGTCGAAGTCCTCAGCCCGGGTCCTGACCACTTCGGAAGC 

P G I L S Q VQLQESGPGL VKPS 

GAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTTACTCCATCACCGGTGGTTATTTATGG 

12 i + + + + + + I 80 

CTCTGGGACAGGGAGTGGACGTGACAGAGACCAATGAGGTAGTCGCCACCAATAAATACC 

30 CDR 1 

ETLSLTCTVSGYSIT G G Y L W 

AACTGGATACGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATCGGGTATATCAGCTACGAC 

181 + + + + + + 240 

TTGACCTATGCCGTCGGGGGTCCCTTCCCTGACCTCACCTAGCCCATATAGTCGATGCTG 

48 

NWI RQPPGKGLEWIG Y I S Y D - 
Kpnl 

GGTACCAATAACTACAAACCCTCCCTCAAGGATCGAGTCACCATATCACGTGACACGTCC 

241 + + + + + + 300 

CCATGGTTATTGATGTTTGGGAGGGAGTTCCTAGCTCAGTGGTATAGTGCACTGTGCAGG 

CDR 2 67 71 

GTNNYKPSLKD RVTISRDTS - 



AAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACTGCAGTGTATTAC 

301 + + + + + + 360 

TTCTTGGTCAAGAGGGACTTCGACTCGAGACACTGGCGACGCCTGTGACGTCACATAATG 

KNQFSLKLSSVTAADTAVYY 

TGTGCGAGATACGGTAGGGTCTTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC 

361 + + + + + + 420 

ACACGCTCTATGCCATCCCAGAAGAAACTGATGACCCCGGTCCCTTGGGACCAGTGGCAG 

CDR 3 

CAR YGRVFFDY WGQGTLVTV - 

BamHI 
I 

TCCTCAGGTGAGTGGATCCTCTGCG 

421 + + 445 

AGGAGTCCACTCACCTAGGAGACGC 

S S 
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Mlul 

GTCAGAACGCGTGCCGCCACCATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTCTTGACAGCCATT 

+ + + + + + 

CAGTCTTGCGCACGGCGGTGGTACTTTCACAACTCAGACAACATGGAGAACTGTCGGTAA 



MKVLS LLYLLTAI 
Peptide leader 

CCTGGTATCCTGTCTCAGGTGCAGCTTCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCG 

61 + + + + + + 120 

GGACCATAGGACAGAGTCCACGTCGAAGTCCTCAGCCCGGGTCCTGACCACTTCGGAAGC 

p G I L S QVQLQESGPGLVKPS 

GAGACCCTGTCJCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTTACTCCATCAGCGGTGGTTATTTATGG 

121 + + + + + + 180 

CTCTGGGACAGGGAGTGGACGTGACAGAGACCAATGAGGTAGTCGCCACCAATAAATACC 

30 CDR 1 

ET LSLTCTVSGYSIS G G Y L W 

AACTGGATACGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATCGGGTATATCAGCTACGAC 

181 + + + + + + 240 

TTGACCTATGCCGTCGGGGGTCCCTTCCCTGACCTCACCTAGCCCATATAGTCGATGCTG 

48 

NWIRQPPGKGLEWIG Y I S Y D 
Kpnl 

GGTACQ^TAACTACAAACCCTCCCTCAAGGATCGAGTCACCATATCAGTGGACACGTCC 

241 + + + + + + 300 

CCATGGTTATTGATGTTTGGGAGGGAGTTCCTAGCTCAGTGGTATAGTCACCTGTGCAGG 

CDR 2 67 71 

GTNNYKPSLKD RVTISVDTS 

AAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCTGCGGACACTGCAGTGTATTAC 

301 + + + + + + 360 

TTCTTGGTCAAGAGGGACTTCGACTCGAGACACTGGCGACGCCTGTGACGTCACATAATG 

KNQFSLKLSSVTAADTAVYY 

TGTGCGAGATACGGTAGGGTCTTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTC 

361 + + + + 420 

ACACGCTCTATGCCATCCCAGAAGAAACTGATGACCCCGGTCCCTTGGGACCAGTGGCAG 

CDR 3 

CAR YGRVFFDY WGQGTLVTV 

BamHI 
I 

TCCTCAGGTGAGTGGATCCTCTGCG 

421 + + 445 

AGGAGTCCACTCACCTAGGAGACGC 

S S 
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